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ÖZET 

 

SACCHAROMYCES CEREVISIAE MAYA TÜRÜNDE TEC1 TRANSKRİPSİYON 

FAKTÖRÜNÜN NTH1 GEN EKSPRESYONUNA ETKİSİNİN ANALİZİ 

 

Selen ÇAKAS 

Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı Yüksek Lisans Tezi 

Danışman : Yrd. Doç. Dr. Tülay TURGUT GENÇ 

10/11/2017, 61 

 

Saccharomyces cerevisiae maya türünde trehaloz, depo karbonhidratı ve stres 

koruyucu molekül olarak rol oynayan bir disakkarittir. Hücre içerisindeki trehaloz miktarı, 

biyosentez ve yıkım mekanizmalarının sıkı bir şekilde kontrolü ile belirli bir seviyede 

tutulmaktadır. Trehalozun sentezi trehaloz sentaz enzim kompleksi (TPS) ile yıkımı ise 

NTH1 geni tarafından kodlanan trehalaz enzimi ile gerçekleşmektedir. NTH1 gen 

ekspresyonu farklı transkripsiyon faktörleri ve sinyal yolakları tarafından kontrol 

edilmektedir. Yaptığımız biyoinformatik çalışmalarda NTH1 promotor bölgesinde farklı 

transkripsiyon faktörlerinin bağlanma dizileri belirlenmiştir. Bunlardan bir tanesi Tec1 

transkripsiyon faktörü olup, NTH1 promotoru üzerinde 5 tane olası bağlanma bölgesi tespit 

edilmiştir. Çalışmamızda azot açlığı koşullarında Tec1 proteinin NTH1 trankripsiyonuna 

etkisi belirlenmeye çalışılmıştır. Bu amaçla yaban tip ve ∆tec1 S. cerevisiae maya 

hücrelerine, NTH1 promotor bölgesini içeren plasmid transform edilerek, farklı azot 

kaynakları içeren ortamlardaki NTH1 gen ekspresyon seviyeleri enzimatik yöntem ile 

saptanmıştır. Ayrıca yaban tip ve ∆tec1 maya hücrelerinde bu koşullarda biriktirilen 

trehaloz miktarı enzimatik yöntemle belirlenmiştir. Araştırmanın sonunda ∆tec1 

hücrelerinin içerisinde biriktirilen trehaloz miktarı yaban tip suş ile karşılaştırıldığında, 

azot açlığı koşulunda, trehaloz miktarında artış olduğu saptandı. Tec1 proteini yokluğunda, 

NTH1 ekspresyonunda artış meydana geldiği belirlendi. Yapılan çalışmada Tec1 proteini, 

NTH1 regülasyonunda represör olarak görev aldığı gösterilmektedir. Veri tabanları ve 

bilgisayar programları kullanılması ile gerçekleştirilen in silico DNA-TF bağlanma 

modellemesinde, Tec1 proteinin NTH1 promotoruna bağlanma olasılığının yüksek olduğu 

belirlendi. 
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ABSTRACT 

 

ANALYSIS OF THE EFFECT OF TEC1 TRANSCRIPTION FACTOR ON NTH1 

GENE EXPRESSION OF YEAST SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

 

Selen ÇAKAS 

Çanakkale Onsekiz Mart University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Master of Science Thesis in Biology 

Advisor : Assist. Prof. Dr. Tülay TURGUT GENÇ 

10/11/2017, 61 

 

Trehalose is a disaccharide that plays a role as a carbohydrate and stress-protective 

molecule in Saccharomyces cerevisiae. Trehalose synthesis is mediated by the trehalose 

synthase enzyme complex, whereas degradation is mediated by the trehalase enzyme 

encoded by the NTH1. NTH1 gene expression controls different transcription factors and 

signaling pathways. In our bioinformatics studies, binding sequences of different 

transcription factors were determined in the NTH1 promoter region. One of them is the 

Tec1 transcription factor and 5 possible binding sites were detected on the NTH1 promoter. 

In our study, we tried to determine the effect of Tec1p on NTH1 transcription under 

nitrogen starvation conditions. Therefore, NTH1 expression was determined by enzymatic 

methods in medium containing different nitrogen sources, in wild-type and Δtec1 yeast 

cells which were transformed with plasmids containing NTH1 promoter region. 

Furthermorethe amount of trehalose accumulated in wild type and Δtec1 yeast cells under 

these conditions was determined by enzymatic method. At the end of the study, when the 

amount of trehalose accumulated in the Δtec1 cells and the amount of trehalose 

accumulated in the wild type strain were compared, it was determined that the amount of 

trehalose increased in the condition of nitrogen starvation. In the absence of Tec1p, it was 

determined that NTH1 expression was increased. It is shown that Tec1p is acting as a 

repressor in NTH1 regulation. In silico DNA-TF binding model performed by using 

databases and computer programs, it was determined that the probability of binding of 

Tec1p to the NTH1 promoter was high. 

 

Keywords: NTH1, Tec1p, Trehaloz, Saccharomyces cerevisiae.
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BÖLÜM 1                                                                                                                                   

GİRİŞ 

 

Fungi aleminin Ascomycetes sınıfı içerisinde bulunan mayalar tek hücreli ökaryotik 

mikroorganizmalardır. Mayalar çok çeşitli yaşam alanlarında simbiyotik ya da parazit 

olarak bulunabilirler. S. cerevisiae maya suşu yüksek ökaryotik organizmalara benzemesi, 

bu hücrelere kıyasla daha az karmaşık olması, genetik ve moleküler manipülasyonlara 

daha iyi cevap oluşturabilmesi gibi sebeplerden dolayı ökaryotik model organizma olarak 

kullanılmaktadır. S. cerevisiae tüm genom dizilimi yapılan ilk mikroorganizmadır. 

Tomurcuklanma ile üreyen S. cerevisiae maya hücreleri oksijen varlığında oksidatif 

fosforilasyon ile, oksijen yokluğunda ise alkolik fermentasyon yaparak çoğalmaktadır. 

Mayalar diğer canlılara ait protein ve farmasötik ajanların üretilmesinde kullanılmaktadır. 

Örneğin; insülin, interferon proteinleri ve hepatit B virüsünün kabuk proteinleri mayalar 

kullanılarak üretilmektedir. Mayalarda, yüksek ökaryotlara benzer G1, S, G2 ve M 

fazlarından oluşan hücre döngüsü ve intranükleer iğ bulunmaktadır. Lee Hartwell ve 

arkadaşlarının S. cerevisiae’da hücre döngüsünde görevli gen mutasyonları ve kanser ile 

ilişkilerini gösterdikleri çalışmaları 2001 yılında Nobel ödülü almalarını sağlamıştır. S. 

cerevisiae maya hücrelerinin yaşlanma mekanizması ile ilişkili sistemler yüksek 

ökaryotlardaki sistemlerle benzerlik göstermektedir. Bu nedenle S. cerevisiae maya türü, 

hücre ve organizma yaşlanması ile ilişkili çalışmalarda model organizma olarak 

kullanılmaktadır.  

Maya hücrelerinde “Replikatif Yaşam Süresi” ve “Kronolojik Yaşam Süresi” olmak 

üzere yaşlanma ile ilişkili iki mekanizma bulunmaktadır (Kaeberlein ve ark., 2007). 

Replikatif yaşam süresi, tek bir maya hücresinin gerçekleştirdiği mitotik bölünme sayısı 

olarak, kronolojik yaşam süresi ise durağan fazdaki maya hücrelerinin hayatta kalabildiği 

zaman süresi olarak tanımlanmaktadır (Şekil 1.1.). 
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Şekil 1.1. Maya hücrelerinde replikatif ve kronolojik yaşam süresi (Kaeberlein ve ark., 

2007) 

 

S. cerevisiae maya hücreleri uygun üreme koşulları varlığında glikojen ve trehaloz 

karbonhidratlarını sentezleyerek depolamaktadır. Glikojen, glukoz moleküllerinin α(1-4) 

ve α(1-6) glikozidik bağlarıyla bağlanması sonucu oluşan bir polisakkarit iken, trehaloz 

molekülü iki glukoz molekülünün α(1-1) glikozidik bağı ile bağlanması sonucu oluşan bir 

disakkaritttir. Her iki karbonhidratta enerji kaynağı olarak maya hücreleri tarafından 

kullanılmakla birlikte, trehaloz molekülü çeşitli fizyolojik streslere (oksidasyon, ağır 

metaller, kuruma ve organik bileşikler vb.) karşı hücrelerin korumasında rol almaktadır 

(Franca ve ark., 2007). 

Stres koşullarında trehaloz molekülü Trehaloz Fosfat Sentetaz (TPS) kompleksi 

tarafından sentezlenmektedir (François ve ark., 1997). Stres koşullarında sentezlenen 

trehaloz, ortam koşullarının normale dönmesiyle birlikte, trehalaz enzimi ile hızlıca yıkılır. 

S. cerevisiae maya hücresinde lokalizasyonuna, düzenleyici sistemlerine ve 

fonksiyonlarına göre asidik trehalaz ve nötral trehalaz olmak üzere 2 farklı trehalaz enzimi 

bulunmaktadır. ATH1 geni (Acid Trehalase 1) tarafından kodlanmakta olan asidik trehalaz 

inter-membranda bulunmaktadır. Bu enzim hücre dışı trehalozun parçalanmasından 

sorumlu olup, pH yaklaşık olarak 5 değerindeyken optimum aktivite göstermektedir.  

NTH1/NTH2 genleri (Neutral TreHalase 1,2)tarafından kodlanmakta olan nötral 

trehalaz enzimleri ise pH 7.0 değerinde aktif olmaktadır. Nth1 proteini sitoplazmada 
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lokalize olup, stres koşullarında sentezlenen trehalozun parçalanmasında görev almaktadır 

(Nwaka ve Holzer, 1998; Elbein ve ark., 2003; Eleutherio ve ark., 2014). Maya 

hücrelerinin erken gelişim evresinde maksimum düzeyde Nth1p aktive edilirken, 

hücrelerin durağan evreye geçmesiyle birlikte Nth1p inaktive edilmektedir (Thevelein ve 

ark., 1984). Vakuolde lokalize olan Nth2p, Nth1p ile %77 benzerliğe sahiptir (Jules ve 

ark., 2008). Nth2 proteinin rolü henüz tam olarak bilinmemekle beraber, Nth1 protein 

regülatörü olabileceği düşünülmektedir (Nwaka ve ark.,1995a; Nwaka ve Holzer, 1998; 

Eleutherio ve ark., 2014). 

S. cerevisiae maya türünde NTH1 geni (YDR001) 4. kromozom üzerinde tek kopya 

halinde bulunmaktadır. NTH1 geninin promotorunda bulunan Stress Response Elementleri 

(STRE), NTH1 gen aktivasyonu için gereklidir (Nwaka ve ark., 1995a, 1995b). Stres 

koşullarında gerçekleşen NTH1 transkripsiyonu sonucu sentezlenen Nth1 enzimi hücrede 

inaktif olarak kalmaktadır. Stres koşulları sona erdiğinde ise cAMP/PKA tarafından 

fosforlanarak aktif hale geçen Nth1p enzimi, trehalozu hidrolize etmektedir. Farklı stres 

koşullarında aktivasyonu artan NTH1 geninin transkripsiyonel regülasyonu ve bu 

regülasyondan sorumlu olan transkripsiyon faktörlerinin çoğunluğu tam olarak 

bilinmemektedir. 

TEC1 geni (Transposon Enhancement Control 1) (YBR083W) tarafından kodlanan 

Tec1 transkripsiyon faktörü, MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) ve TORC1 

(Target of Rapamycine Complex) yolaklarında görev almaktadır (Madhani ve ark., 1997; 

Brükner ve ark., 2011). Tec1 transkripsiyon faktörü promotor bölgesinde TEA/ATTS 

elementlerini içeren genlere bağlanarak transkripsiyonlarını düzenlemektedir. Yaptığımız 

biyoinformatik analizde NTH1 geninin promotor bölgesinde, Tec1p bağlanma dizisi 

bulunmaktadır. Veri tabanları ve bilgisayar programları kullanılması ile gerçekleştirilmiş 

olan in silico DNA-TF bağlanma modellemesinde, Tec1 proteinin NTH1 promotoruna 

bağlanma olasılığının yüksek olduğu gösterilmiştir.  

Bu nedenle tez çalışması kapsamında, NTH1 geninin transkripsiyonel regülatörü 

olduğunu düşündüğümüz Tec1 transkripsiyon faktörünün, NTH1 ekspresyonu üzerindeki 

olası etkisinin belirlenmesi amaçlanmıştır.  

TEC1 gen mutasyonu taşıyan S. cerevisiae maya hücrelerinde, logaritmik aşamada 

NTH1 gen ekspresyonun arttığı belirlendi. Bu durum Tec1 proteinin, NTH1 gen 

ekspresyonunda represör olarak görev aldığını gösterdi. Ayrıca farklı azot kaynakları 

kullanılarak yapılan çalışmada kuvvetli azot kaynağında Δtec1 mayalarda trehaloz 

birikiminin azaldığı, zayıf azot kaynağında ise arttığı belirlendi. 
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BÖLÜM 2 

ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Trehaloz Molekülünün Yapısı ve Fonksiyonu 

Trehaloz molekülü, iki glukoz molekülünün Glc α1,1 glikolizidik bağ ile bağlanması 

sonucu oluşan bir disakkarittir. S. cerevisiae maya hücrelerinde, trehaloz enerji kaynağı ve 

stres koruyucu olarak rol oynamaktadır. Trehaloz, yüksek su tutma özelliğine sahip 

olduğundan dolayı gıda ve kozmetik alanlarında kullanılmaktadır. Anhidrobiyot 

organizmalar, yapılarında bulunan trehaloz molekülü sayesinde radyasyona, yüksek veya 

düşük sıcaklıklar gibi ekstrem koşullara karşı yüksek tolerans göstermektedir (Crowe ve 

Koblasz, 1984; Womersley, 1981). In vitro yapılan çalışmalarda trehalozun hidroksil grubu 

ile hücre zarında fosfolipitlerin polar baş gruplarının etkileşime girerek, hücre zarının iç ve 

dış kısmında bulunan su molekülleri ile yer değiştirdiği böylece hücre zarının stabilitesini 

sağladığı rapor edilmiştir (Crowe ve ark., 1984). Farklı mutant S. cerevisiae maya suşları 

kullanılarak yapılan çalışmalarda trehaloz molekülünün hücreleri osmotik ve oksidatif 

stres, etil alkol konsantrasyonu, donma, yüksek sıcaklık ve kuruma gibi streslere karşı 

koruduğu belirlenmiştir (Coutinho ve ark., 1998; Eleutherio ve ark., 1993a, 1993b, 1997; 

Mansure ve ark., 1994; Herdeiro ve ark., 2006). Yapılan başka bir çalışmada, trehaloz 

molekülünün, oksidatif stres sonucu meydana gelen hasara karşı protein ve lipitleri 

koruyarak, hücrelerin yaşam süresini uzattığı ve fermentasyon kapasitesini arttırdığı tespit 

edilmiştir (Trevisol ve ark., 2011).  

 

2.2. Trehaloz Sentezi 

S. cerevisiae maya türünde, trehaloz sentezi TPS kompleksi (Trehaloz Fosfat 

Sentetaz) ile gerçekleşmektedir. TPS kompleksi Tps1p, Tps2p, Tps3p ve Tsl1 

proteinlerinden oluşan tetramerik bir komplekstir (Trevisol ve ark., 2014). TPS1 geni 

tarafından kodlanan Tps1p trehaloz fosfat sentaz aktivitesine sahip olup UDP-glukozu 

kullanarak Glukoz-6-fosfatı trehaloz-6-fosfata dönüştürmektedir. TPS2 geni tarafından 

kodlanan Tps2 proteini ise, trehaloz fosfat fosfataz aktivitesine sahip olup trehaloz-6-

fosfatı trehaloz molekülüne çevirmektedir (Şekil 2.1). 
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Şekil 2.1. Saccharomyces cerevisiae maya türünde trehaloz ve glikojen biyosentez 

mekanizması (De Silva-Udawatta, 2001) 

 

Tps1p ve Tps2p enzimleri TPS kompleksinin katalitik alt üniteye sahip alt 

üniteleridir. Diğer alt üniteler, Tps3p ve Tsl1p ise düzenleyici alt ünitelerini 

oluşturmaktadır. Tsl1 proteinin, TPS kompleksi içinde yapısal bir role sahip olduğu, TSL1 

gen ekspresyonundaki değişimin Tps1p aktivitesini etkilediği belirlenmiştir. Tps3 proteini, 

Tps1p ile homolog olmasına rağmen enzimatik aktivitesi bulunmamaktadır (Eleutherio ve 

ark., 2014; Magalhaes ve ark., 2017). Tps3 proteinin PKA tarafından fosforlanması ile 

TPS kompleksinin aktivitesinin cAMP-PKA yolağı üzerinden kontrol edildiği 

gösterilmiştir (Trevisol ve ark., 2014). Yapılan fosfoproteomik çalışmada Tps3 proteinin 

PKA fosforilasyonu için 4 fosforilasyon motifi içerdiği belirlenmiştir (Stark ve ark., 

2010). Tps3 proteinin yokluğunda, Tps1 proteinin aktif olması ve baskılanamaması, Tps3 

proteinin trehaloz sentezinin regülasyonunda önemli olduğunu göstermektedir (Trevisol 

ve ark., 2014). 

Trehaloz-6-P fosfataz ve Trehaloz-6-Fosfat Sentetaz trehaloz biyosentezinden 

sorumlu önemli yolaklarda kritik öneme sahip enzimlerdir. Trehaloz biyosentez yolağı 

Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, nematodların bazı türleri, bitkiler, 

böcekler gibi birçok organizmada bulunmaktadır (Kaasen ve ark.,1994; Becker ve 
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ark.,1996; Behm, 1997; Li ve ark., 2012; Lunn ve ark., 2014;). E .coli bakteri hücresinde 

trehaloz sentaz ve fosfatazı kodlayan otsA ve otsB genleri ile S.cerevisiae’de bulunan 

Tps1p ve Tps2p alt ünitelerini kodlayan genler yüksek oranda homoloji göstermektedir 

(Kaasen ve ark., 1994).  

TPS genlerinin promotor bölgeleri değişken sayıda STRE elementleri 

içermektedirler (Winderickx ve ark., 1996). Stres koşullarında S. cerevisiae maya 

türünde TPS kompleksinde bulunan proteinlerin aktivitelerinin ve aynı zamanda ilgili 

genlerin transkripsiyonlarının arttığı belirlenmiştir (Trevisol ve ark., 2014).  

Nth1p ve Tps3p, cAMP/PKA bağımlı fosforilasyonu, trehalozun sentez ve yıkım 

mekanizmalarının etkin bir şekilde düzenlenmesi ve metabolik olayların hızlı bir şekilde 

ayarlanmasını sağlamaktadır. Tps1p, hekzokinaz (Hxk2p) ve hekzoz transport (HXTs) 

proteinlerinin aktivitelerini kontrol etmektedir. Trehaloz-6-P tarafından hekzokinaz 

aktivitesinin bloke edilmesi, glukozun glikolitik yolak yerine diğer yolaklara girmesine 

neden olmaktadır (Şekil 2.1). TPS1 delesyonuna sahip hücrelerde glikolitik enzimler 

etkin olmalarına rağmen glukoz varlığında üreyemedikleri saptanmıştır. Bu durum 

trehaloz-6-P’ın glikolitik yolun düzenlenmesinde görev aldığını göstermektedir 

(Deroover ve ark., 2016).  

S. cerevisiae maya hücrelerinde normal üreme koşullarında (çevresel stresin 

olmadığı koşullarda) TPS kompleksi oluşamaz (Şekil 2.2.). Stres koşullarında ise TPS 

kompleksi oluşur ve trehaloz molekülü sentezlenir. Stres koşullarının ortadan kalkması 

ile Tps3p fosforlanır ve Tps2 proteinini baskılar. Tps1 proteini bu koşullarda çalışmaya 

devam etmemektedir. Hücre içerisinde trehaloz-6-fosfat trehaloza dönüştürülemediği için 

konsantrasyonu artmaya başlar. Bu durumda, yüksek trehaloz-6-fosfat, Tps1 proteinine 

bağlanarak kompleksin dağılmasına neden olur (Şekil 2.2.). 
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Şekil 2.2. S. cerevisiae’de normal koşul, stres ve stres sonrası durumlarda trehaloz 

biyosentez regülasyonu (Trevisol ve ark., 2014) 

 

2.3. Trehaloz Hidrolizi 

S. cerevisiae maya hücrelerinde trehaloz molekülü, karbon ve enerji kısıtlamasına 

bağlı olarak, dioksik kayma sonrası durağan aşamaya geçerken TPS enzim kompleksinin 

aktivitesiyle biriktirilmeye başlamaktadır (Lillie ve Pringle, 1980). Besin ve çevresel stres 

koşullarının normale dönmesiyle ise hızlı bir şekilde trehalaz enzim aktivitesiyle glukoza 

hidroliz edilmektedir. S. cerevisiae maya hücrelerinde asidik trehalazlar ve nötral 

trehalazlar olmak üzere trehalozu parçalayan iki farklı trehalaz bulunmaktadır. 

Asit trehalaz enzimi ATH1 geni tarafından kodlanmakta olup, hücre dışı trehalozun 

yıkımından sorumludur. Ath1 proteini optimum pH değeri 5.0 olduğu için asidik trehalaz 

olarak adlandırılmıştır. Yapılan çalışmalarda Nth1 proteinin vakuolde ve hücre zarının dış 

kısmında (inter-membran) lokalize olduğu belirlenmiştir. Hücre zarında lokalize olan Ath1 

proteinin hücre dışı trehaloz molekülünün hidrolizinde sorumlu olduğu düşünülmektedir 

(Alizadeh ve Klionsky, 1996). Vakuolde lokalize olan asit trehalazın görevi bilinmemekle 

beraber otofaji ile hücre içerisindeki trehalozun parçalanmasında görev aldığı 

düşünülmektedir (Jules ve ark., 2004).  

S. cerevisiae maya türünde nötral trehalaz enzimi NTH1 ve NTH2 genleri 

tarafından kodlanmakta olup, aktivitesi için pH değeri 7.0 olduğundan dolayı nötral 
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trehalaz olarak adlandırılmaktadır (Nwaka ve Holzer, 1998). Nth1p ve Nth2 proteinleri 

sitoplazmada lokalize olup, farklı stres koşullarında hücre içinde biriktirilen trehalozun 

yıkımından sorumludur (Nwaka ve Holzer, 1998). Nth1 proteininin homoloğu olan Nth2 

proteininin aktivitesi henüz tam olarak bilinmemekle bereber, Nth1 proteinin düzenleyicisi 

olduğu düşünülmektedir (Nwaka ve Holzer, 1998). 

S. cerevisiae maya türünde hücre içi trehaloz seviyesi birbirine antogonist olarak 

çalışan enzimlerin aktiviteleri ile düzenlenmektedir. Trehalozun sentezinden sorumlu TPS 

kompleksini oluşturan genlerin (TPS1, TPS2, TPS3, TSL1) ve yıkımından sorumlu NTH1 

geninin transkripsiyonu stres koşullarında gerçekleşmektedir. TPS ve NTH1 gen 

ekspresyonu aynı anda gerçekleşmesine rağmen, sentezlenen Nth1p inaktif olarak 

sitoplazmada kalmaktadır. Stres koşulları kalktığında ise TPS ve NTH1 transkripsiyonu 

baskılanırken, Nth1p farklı sinyal yolakları tarafından fosforlanarak aktifleştirilir ve 

trehalozu glukoza parçalamaktadır. Bu durum trehaloz metabolizmasında görevli 

enzimlerin ve ilgili genlerinin çevre koşullarına göre sıkı bir şekilde kontrol edildiğini 

göstermektedir. 

 

2.4. NTH1 Geninin Yapısı ve İşlevi 

2.4.1. NTH1 Yapısı ve Transkripsiyonel Regülasyonu 

S. cerevisiae maya türünde NTH1 (YDR001) 4. kromozom üzerinde intron içermeyen 

bir gendir. Tek kopya olarak bulunan NTH1 geni 2255bç (coordinates: chrIV: 452475-

450220) uzunluğundadır. NTH1 geninin promotor bölgesinde STRE elementleri (Stress 

Response Element) (5’-CCCCT-3’) bulunmakta olup, stres koşullarında transkripsiyon 

aktivasyonu için gereklidir (Nwaka ve ark., 1995a, 1995b). Besin açlığı, ısı stresi, oksidatif 

stres, yüksek ozmolarite, düşük pH ve DNA hasarları gibi farklı çevresel etkenler 

promotorlarında STRE cis-elementini içeren genlerin ekspresyonuna neden olmaktadır.  

Msn2 ve Msn4 proteinleri sırasıyla, MSN2 ve MSN4 genleri (Multicopy Suppressor 

of SNF1 mutation 2,4) tarafından kodlanmaktadır. Msn2 ve Msn4 proteinleri C2H2 çinko 

parmak DNA bağlanma motifine sahip transkripsiyon faktörleridir. Yapılan çalışmalarda 

Msn2 ve Msn4 trans-acting faktörlerinin STRE aracılı gen ekspresyonunda birincil olarak 

görev aldıkları belirlenmiştir (Martinez Pastor ve ark., 1996). Msn2 proteini besin açlığı ve 

diğer stres koşullarında NTH1 promotorundaki STRE dizilerine bağlanarak 

transkripsiyonunu kontrol etmektedir. Msn2 ve Msn4 proteinlerinin hücre içindeki 

lokasyonu (sitoplazma veya nukleus) fosforilasyon-defosforilasyon mekanizması ile 

kontrol edilmektedir. Msn2/4 proteinleri üzerinde; DNA Bağlanma Bölgesi (DBD), 
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nükleer lokalizasyon sinyali (NLS) ve transkripsiyon aktivasyon bölgesi (TAR) 

bulunmaktadır.  

Çevresel stres bulunmadığında, Msn2 ve Msn4 proteinleri sitoplazmada lokalize 

olmaktadır. Işı şoku, sorbik asit, oksidatif stres gibi çevresel stresler Msn2/Msn4 

proteinlerinin aktif hale geçmesini sağlar (Görner ve ark., 2002). Msn2 ve Msn4 

proteinlerinin aktivitesi, TOR yolağı, SWI/SNF1 kompleksi, cAMP/PKA sinyal yolağı ve 

Proteozom degredasyon yolağı kontrol edilmektedir. cAMP/PKA, Msn2 ve Msn4 

proteinlerini fosforlayarak sitoplazmik alana geçişi sağlanmaktadır. Aynı zamanda yüksek 

cAMP konsantrasyonu ve Tor1 kinaz yolağı ile aktif hale gelen Bmh2 proteini Msn2/Msn4 

proteinlerine bağlanarak sitoplazmada kalması sağlanır. Nükleer Snf1 kinaz kompleksi 

(Snf1p/Snf4p/Gal83p), Msn2 ve Msn4 transkripsiyon faktörlerini besin azlığı koşulunda 

fosforlayarak sitoplazmaya geçişini sağlamaktadır. Msn2 ve Msn4 proteinlerinin 

defosforilasyonunda protein fosfataz 1 enzimi (PP1) görev almaktadır (De Wever ve ark., 

2005). 

 

2.4.2. Nth1 Protein Yapısı ve Regülasyonu 

Nth1 proteinin 751 amino asit içerdiği ve 8588.1 Da moleküler ağırlığa sahip olduğu 

hesaplanmıştır (web kaynakça 1). Nötral trehalaz enzimi (E.C.3.2.1.28), glikozit hidrolaz 

ailesine ait olup hücre içi trehalozun [α-D-glucopyranosyl-(1-1)-α-D-glucopyranoside] iki 

molekül glukoza hidrolizinden sorumludur. Farklı stres koşullarında NTH1 transkripsiyonu 

artmasına rağmen, Nth1p aktivitesi gözlenmemektedir. Stres ortamının sonlanması, sonrası 

Nth1 proteini cAMP bağımlı PKA tarafından fosforlanarak aktif hale geçirilmektedir. 

Nth1p üzerinde PKA tarafından fosforlanabilecek olası 8 amino asit (Ser20, Ser21, Ser60, 

Ser83, Ser475, Thr58, Thr135, Thr149) bulunmaktadır. Bu amino asitlerin her biri için yapılan 

site-directed mutagenesis çalışmalarında trehalaz aktivitelerinde değişiklik gözlenmemiştir 

(Wera ve ark., 1999). Daha sonra yapılan başka bir çalışmada ise Ser20, Ser21, Ser60 ve 

Ser83 fosforlanma bölgelerinin tümünün fosforlandığı zaman trehalaz aktivitesinin 

görüldüğü tespit edilmiştir (Veisova ve ark., 2012). 14.3.3 proteininin mayadaki 

izoformları olan Bmh1 ve Bmh2 proteinlerinin, fosforlanan bu dört amino asitin 

bulunduğu bölgeye bağlanarak Nth1 protein aktivitesini arttırdığı rapor edilmiştir (Veisova 

ve ark., 2012).  

Bmh1 proteini (Brain Modulosignalin Homolog) PKA tarafından fosforlanan Nth1 

proteinine bağlanarak enzimin katalitik bölgesinin açığa çıkmasını ve trehalozun hidrolize 

edilmesini sağlamaktadır (Şekil 2.3.). 
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Şekil 2.3. Bmh1 bağımlı Nth1 protein aktivasyonu (Macakova ve ark., 2013) 

 

Diğer bir protein olan Dcs1 proteini (DeCapping Scavenger 1) pirofosfataz 

aktivitesine sahip olup Nth1 proteinin inhibitörüdür. DCS1 gen mutasyonu taşıyan 

mayalarda nötral trehalaz aktivitesinin belirli bir seviyede olduğu gözlenmiştir. (Schepers 

ve ark., 2012). Ayrıca Dcs1 proteinin, Nth1 proteinine bağlanmak için Bmh1 proteini ile 

yarıştığı, böylece Nth1 proteinin fosforlanmasını ve aktif hale gelmesini engellediği öne 

sürülmüştür (Schepers ve ark., 2012).  

Bmh1 proteinin hedefinin fosforlanmış Nth1 proteini, Dcs1 proteininin ise 

fosforlanmamış Nth1 proteini olduğu düşülmektedir. Tüm bu çalışmalar Bmh1 proteinin 

Nth1 proteinin fosforlanmış bölgesine bağlanarak fosfataz enzimlerine karşı Nth1 proteinin 

koruduğu ve inhibitörlerin bağlanmasını engellediği sonucunu çıkarmaktadır. Nth1 proteini 

Protein Fosfataz 2A (PP2A) enziminin aktivitesi ile inaktif hale geçmektedir (Sugajska ve 

ark., 2001).  

 

2.5. Trehaloz Metabolizmasınıss Kontrol Eden Sinyal Sistemleri 

2.5.1. cAMP/PKA Sinyal Sistemi 

S. cerevisiae’de cAMP-protein kinaz A (PKA) yolağı hücre büyümesi, 

metabolizması ve stres direncinin düzenlenmesinde önemli bir rol oynamaktadır. S. 

cerevisiae’ da PKA TPK1, TPK2 ve TPK3 (Takashi’s Protein Kinase) genler tarafından 

kodlanan katalitik birim ve BCY1 (Bypass of Cyclic-AMP requirement) geni tarafından 

kodlanan düzenleyici alt birimden meydana gelen tetramerik bir komplekstir. Besin azlığı 

durumunda (örneğin; glukoz azlığı) bu katalitik ve düzenleyici alt birimler bir araya 

gelerek inaktif PKA kompleksini meydana getirirler. Ancak glukoz miktarının artması 

glikolizi aktive ederek, fruktoz 1-6-bifosfat miktarını artırmaktadır. Fruktoz 1-6-bifosfat 

miktarındaki artış, Cdc25 (Cell Division Cycle 25) proteininin aktivasyonunu sağlayarak, 

Ras1p/Ras2p GTPaz enzimlerini aktive etmektedir (Peeters ve ark., 2017; Tamaki, 2007). 
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Ras1p/Ras2 proteinleri Cyr1 (Cyclic AMP Requirement 1) proteinini aktive ederek, cAMP 

oluşumunu katalize eder. Cyr1p, Gpa1 proteini (G Protein Alpha subunit) içeren ayrı bir 

yolak tarafından aktifleştirilmektedir. cAMP molekülünün Bcy1 proteinine bağlanması ile 

tetramer kompleks çözülerek katalitik birimler (aktif PKA) aktif hale getirilir (Şekil 2.4.) 

(Santangelo, 2006; Zaman ve ark., 2008).  

 

 

Şekil 2.4. cAMP-protein kinaz A (PKA) yolağı aktivasyonu (Conrad ve ark., 2014) 

 

2.5.2. TOR Sinyal Sistemi 

S. cerevisiae maya türünde çeşitli azot kaynaklarının algılanması, hücre içerisine 

alınması ve hücresel olaylarda kullanılması ile ilişkili sinyal yolakları bulunmaktadır. Bu 

sinyal yolaklarının denetimi, sitoplazmik protein kinazların aktivasyonu ve metabolik 

transkripsiyon faktörlerinin varlığı ile sağlanmaktadır (Cooper, 2002). S. cerevisiae maya 

türü tarafından tercih edilmekte olan azot kaynakları amonyum tuzları ve glutamin olup bu 

azot bileşiklerinin olmadığı durumlarda S. cerevisiae farklı azot kaynaklarını 

kullanmaktadır. S. cerevisiae’ da zayıf azot kaynakları (prolin, üre, γ-aminobutyrate) ile 

güçlü azot kaynaklarının (glutamin, asparajin, amonyum) kullanımı ile ilgili gen 
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ekspresyonları karşılaştırıldığında, ekspresyon seviyelerinde farklılıkların olduğu 

gözlenmiştir (Scherens ve ark., 2006). Maya üreme ortamında bulunan azot kaynağının 

miktarına ve kalitesine bağlı olarak azot sinyal iletim sisteminin regülasyonunda sorumlu 

genler aktive edilmekte veya baskılanmaktadır. 

Besin kullanılabilirliğine göre hücre büyümesinin düzenlenlenmesinde TOR (Target 

of Rapamycine) sinyal yolağının görevi bulunmaktadır. S. cerevisiae maya türünde, Tor1p 

ve Tor2p olmak üzere iki farklı protein kinaz bulunmaktadır. Tor1p ve Tor2p rapamisine 

duyarlı TORCI (TOR Complex 1) oluşumuna katılarak hücre büyümesini kontrol 

etmektedir. TORCI’de, Tor1p ve Tor2p’in yanı sıra Kog1p, Lst8p ve Tco89p 

bulunmaktadır. TORCII ise Tor2p, Avo1p, Avo2p Avo3p, Bit61p ve Lst8p tarafından 

oluşturulur ve rapamisin ile baskılanamaz. TORC2, aktin iskelet polarizasyonu yolu ile 

spatial (uzamsal) büyümeyi düzenlemektedir (Loewith ve ark., 2002; Jacinto ve ark., 2004; 

Fadri ve ark., 2005).  

S. cerevisiae’de rapamisin veya azot açlığı varlığında TORC1 inaktivasyonu sonucu, 

RTG (Retrograde Response Pathway) ve NDP (Nitrogen Discrimination Pathway) sinyal 

yolaklarında sorumlu genler indüklenmektedir (Cox ve ark., 2000; Cooper, 2002). TOR 

sinyal yolağı, GATA transkripsiyon faktörleri (Gat1p, Gln3p) ve glutamin varlığında 

Gln3p, Ure2p aracılığı ile azot katabolit baskılamasının (NCR) regülasyonunda rol 

oynamaktadır (Cooper, 2002). Gln3p, NCR tarafından indüklenen genlerin ve SRG 

(Starvation-Respond Genes) genlerinin aktifleştirilmesinde görev almaktadır. Azotun 

varlığı Gln3 proteininin nükleer lokalizasyonunun belirlenmesini sağlamaktadır (Cox ve 

ark., 2000). 

Güçlü azot kaynağında (glutamin veya amonyum tuzları) TOR kinazlar, Gln3p’i 

fosforlayarak Ure2p/Gln3p-P kompleksinin meydana gelmesine aracılık ederler. Böylece 

Gln3 proteininin nükleer lokalizasyonu engellenerek, NCR gen ekspresyonu bloke edilir 

(Cox ve ark., 2000) (Şekil 2.5.). Gln3 proteininin fosforilasyonu, Snf1p ve TOR tarafından 

olmak üzere 2 farklı şekilde gerçekleştirilir. TOR tarafından fosforile edilen Gln3p 

sitoplazmada kalır iken, Snf1p ile fosforile edilen Gln3p’nin nükleer alana geçmesi 

sağlanır (Rødkær ve Færgeman, 2014). Snf1p, TORCI kompleksinin alt birimleri olan 

Kog1p ve Tco89p alt birimlerini uyararak, TORCI’in aktivitesini etkilemektedir (Hallett ve 

ark., 2015). Güçlü azot varlığında, Tor1 kinaz yolu ile aktifleşen Bmh2 proteini Msn2 

proteinine bağlanarak, bu proteinin sitoplazmada kalmasını sağlar (Inoki ve Guan, 2006). 

Ayrıca Msn2/Msn4p transkripsiyon faktörlerinin sitoplazmadaki lokalizasyonu, 

cAMP/PKA tarafından fosforilasyonuyla da sağlanmaktadır. 
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Şekil 2.5. Kuvvetli azot kaynağında TOR sinyal yolağı (Feldmann ve ark., 2012) 

 

Glutamin ve amonyum gibi güçlü azot kaynaklarının yokluğunda ve prolin gibi zayıf 

azot kaynaklarının varlığında S. cerevisiae maya hücreleri, prolin kullanım yolağını 

(Proline Utization Pathway-PUP) aktive ederek mitokondride prolinin glutamata 

dönüşümünü sağlamaktadır. Glutamat, hücrede düşük azot sinyalinin oluşumuna sebep 

olarak stres ile ilişkili yolakların aktive edilmesinde rol oynamaktadır. S. cerevisiae maya 

türünde düşük azot kaynağı (prolin) ve immüno-baskılayıcı ilaç olan rapamisin varlığında 

TORC1 baskılanır. TORC1 baskılanması sonucu, Sch9p ve Tap42p fosforilasyonu ortadan 

kalkmaktadır. İnaktif Tap42p, Sit4p’e bağlanamadığından dolayı Sit4p aktif hale gelerek, 

Gln3 proteinini defosforile eder. Aktif hale gelen Gln3 proteini, sitoplazmadan nukleusa 

geçer ve NCR gen ekspresyonunu aktive eder (Şekil 2.6.). Protein fosfataz 1 (PP1) enzimi 

tarafından Msn2/Msn4 proteinleri defosforile edilerek PKA aracılı inhibisyonu ortadan 

kaldırır. Aktif hale gelen Msn2/Msn4 proteinleri nükleer alana lokalize olarak stres ile 

ilişkili genlerin aktive edilmesini sağlar (De Wever ve ark., 2005; Sadeha ve ark., 2011).  
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Şekil 2.6. Zayıf azot kaynağında TOR sinyal yolağı (Feldmann ve ark., 2012) 

 

2.6. TEC1 Geninin Yapısı ve İşlevi 

NTH1 promotor bölgesinde farklı transkripsiyon faktörlerinin bağlanma dizileri 

bulunmaktadır. Bunlardan bir tanesi TEA/ATTS DNA-bağlanma bölgesine sahip Tec1p 

(Transposon Enhancement Control 1) transkripsiyon faktörüdür. Tec1p, genellikle Ste12p 

(STErile 12) transkripsiyon faktörü ile birlikte çalışır. Tec1p, ikinci kromozom üzerinde 

bulunan TEC1 geni (YBR083W) tarafından kodlanmaktadır. Tec1p, RNA bağımlı 

transpozonların pozitif regülasyonunda görev yapmaktadır (Conte ve Curcio, 2000). 

Sıcalık, nem, radyasyon gibi stres koşullarında hücrenin stres yanıtının oluşturulmasında 

görev almaktadır (Madhani ve Fink., 1997).  

Tec1 proteini, TCS (TEA/ATTS Consensus Sequence) elementlerine bağlanarak 

filamentli üremeden sorumlu genlerin transkripsiyonlarını indüklemektedir (Madhani ve 

Fink., 1997). Filamentli üremeden sorumlu Ste12 proteini, Tec1p ile dimerik kompleks 

oluşturarak SWI/SNF kompleksine bağlanmaktadır (Madhani ve Fink., 1997; Baur ve ark., 

1997; Lo ve Dranginis, 1998). SWI/SNF kompleksi, glukoz miktarına göre aktive ya da 
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inaktive olmaktadır. Tec1 transkripsiyon faktörü farklı genler üzerinde aktivatör veya 

represör olarak rol oynamaktadır. Tec1 transkripsiyon faktörünün aktivitesi, glukoz 

miktarına göre, SWI/SNF kompleksi üzerinden düzenlenmektedir. Aynı zamanda bu 

transkripsiyon faktörünün aktivitesi besin azlığında TOR-SWI/SNF sistemlerinin 

koordinasyonu ile sağlanmaktadır. Tec1 ve Ste12 proteinleri invazif üreme ve pseudohifsel 

değişimden sorumludur (Gavrias ve ark., 1996). MAPK sinyal yolağı üzerinden 

Ste12p/Tec1p kompleksini aktive edilmektedir. Aktif Ste12p/Tec1 proteinleri, Flo11 

ekspresyonunu indükleyerek, pseudohifsel gelişim ve invasif üreme aktivasyonunu 

sağlarlar. 

Diploid S. cerevisiae maya hücrelerinin pseudohifsel üremesinde ve haploid 

hücrelerin invasif üremesinde Tec1 transkripsiyon faktörü görev almaktadır (Kim, 2004). 

Set3C, transkripsiyonel regülasyona katılan bir histon deasetilaz kompleksidir. Set3C dizi 

homolojisi, mantarlardan memelilere doğru yüksek oranda benzerlik göstermektedir. 

Candida albicans üzerinde yapılan bir çalışmada Set3C’nin hifsel farklılaşmanın 

baskılayıcısı olarak rol oynadığı ve aktivitesi için cAMP/PKA sinyalizasyonunun gerekli 

olduğu gösterilmiştir (Hnisz ve ark., 2010). Set3C, morfogenez ile ilişkili genlerde geçici 

ifade değişikliklerini modüle etmektedir. Set3C’ye bağımlı BRG1, EFG1, TEC1 ve NRG1 

düzenleyici devre bulunmaktadır. Bu düzenleyici devrede NRG1 ve EFG1 maya hücre 

fazında ekspresyonları artarken, TEC1 ve BRG1 hif fazında ekspresyonları artmaktadır. 

Dört transkripsiyon faktörü, birbirine bağlı bir ağ oluşturmaktadır. Bu dört faktörün hepsi 

kendisinden ve diğer üç faktörün düzenlemesinden sorumludur (Hnisz ve ark., 2012).  

S. cerevisiae maya hücrelerinde azot açlığı, makromolekül bileşimlerinin değişimine, 

glukoz sinyal sisteminin baskılanmasına, G1 fazının baskılanmasında, proteinlerin 

hidrolizinin artmasına, gliserol sentezlenmesine, fermantasyon kapasitesinin düşmesine ve 

üremenin farklılaşmasına neden olmaktadır. TOR (Target of Rapamycin) yolağı azot 

açlığına karşı oluşturulan cevapta önemli rol oynamaktadır. Azot açlığı sonucu oluşan stres 

koşullarında Tec1 transkripsiyon faktörü MAPK ve TOR sinyal yolaklarının 

regülasyonunda rol oynamaktadır (Brückner ve ark., 2011).  

S. cerevisiae hücresinde üreme fazlarına göre trehaloz miktarında meydana gelen 

değişimler bu Tec1 proteinin NTH1 gen regülasyonunda rol oynadığı düşündürmektedir. 

Ayrıca yaşa bağımlı olarak hücre içi trehaloz konsantrasyonunun değişim göstermesi maya 

hücrelerinin kronolojik yaşam süresini uzatmaktadır (Arlia-Ciommo ve ark., 2014). Maya 

hücrelerinde glukoz miktarının azalması TOR yolağını inhibe ederek stres ile ilişkili 

genleri aktive eder. Glukoz azlığı ve etil alkol (phantom C kaynağı) varlığında strese karşı 
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yanıt genleri aktive edilerek kronolojik yaşam süresi arttırılmaktadır. Phantom C 

kaynağından biri olan etil alkol yaşlanma mekanizmasını baskılarken, hücre dışarısından 

alınan etil alkol maya apoptotik-benzer yolu aktive ederek yaşlanma mekanizmasını 

indüklemektedir (Şekil 2.7.). Tec1 transkripsiyon faktörü, MAPK ve TORC1 yolakları 

üzerinden kronolojik yaşam süresini artırmaktadır (Campos ve ark., 2017). 

NTH1 geninin promotor bölgesi Tec1p’nin bağlanması için gerekli TEA/ATTS 

elementi içermektedir. Daha önce yaptığımız in silico çalışmalarda Tec1 transkripsiyon 

faktörünün NTH1 promotoruna olası bağlanma bölgelerinin modellemesi yapılmıştır.  

 

 

Şekil 2.7. S. cerevisiae’ de phantom C kaynağının (etil alkol) yaşlanma üzerine olası etkisi 

(Arlia-Ciommo ve ark., 2014) (modifiye edilmiştir.) 
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BÖLÜM 3 

MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Çalışmada Kullanılan Mayaların Özellikleri ve Sahip Oldukları 

Mutasyonlar 

BY4741 S. cerevisiae maya suşu çalışmada yaban tip maya suşu olarak 

kullanılmıştır. BY4741 maya suşunun tüm genom dizisi belirlenmiş olup, metabolik 

yolaklarda görevli genlerde mutasyon içermediği bilinmektedir. Çalışmada kullanılan S. 

cerevisiae maya suşu ise Y07155 olup, TEC1 geni mutasyonu taşımaktadır. Yaban tip ve 

Δtec1 maya suşlarının genotipleri Çizelge 3.1.’de verilmiştir. BY4741 ve Y07155 maya 

suşları EUROSCARF (European Saccahromyces cerevisiae Archive for Functional 

Analysis) maya koleksiyonundan alınmıştır. 

 

Çizelge 3.1. S. cerevisiae maya suşları 

S. cerevisiae maya suşları Genotip Kaynak 

BY4741 MATa, his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; 

ura3Δ0 

(Yaban tip) 

EUROSCARF 

Y07155 MAT a, his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; 

ura3Δ0; YBR083w: kanMX4 

(TEC1 Delesyonu) 

EUROSCARF 

 

3.2. Kullanılan Plazmitler 

Çalışmada NTH1-lacZ ve SUC2-LacZ gen fizyonu içeren YEp plazmitleri kullanıldı. 

Araştırmada kullanılan pNL1, Profesör Jean Marie François (Institut National Des 

Sciences Appliquées, Toulouse, France) tarafından sağlanmıştır. pNL1, NTH1-lacZ gen 

fizyonuna sahip olup, çeşitli büyüme koşullarına yanıt olarak NTH1 promotorunun 

aktivitesini belirlemek için kullanılmıştır. Bu plazmitler S. cerevisiae hücrelerinde standart 

ve seçici üreme koşullarında stabil olarak kalmaktadır (Liao ve ark., 1993). YEp 

plazmitlerinin yapısında Ori (Escherichia coli replikasyon orjini), LacZ (β-galactosidase 

reporter gen), AmpR (ampisilin direnç geni), URA3 (maya için seleksiyon marker), 2µ ori 

(S. cerevisiae replikasyon orjini) bulunmaktadır (Rose ve ark., 1990). NTH1-lacZ gen 

fizyonu içeren YEp plazmitinde, 770bp uzunluğunda NTH1 promotor bölgesi bulunmakta 

olup, transkripsiyon regülasyonu için kontrol bölgeleri bulunmaktadır (Parrou ve François, 

1997). SUC2 geni stres ile aktive edilmemektedir. Dolayısıyla SUC2-LacZ YEp plazmiti 
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kontrol olarak kullanılmıştır.  

 

3.3. Maya Suşlarının Büyüme Eğrileri 

BY4741 ve Y07155 S. cerevisiae maya suşları 150 ml’lik urasil bulunan YNBD-

HLM (%0,16 Yeast Nitrogen Base + %2 Dextrose + %0,2 Histidine + %0,3 Leucine + 

%0,2 Methionine + %0,2 Uracil + % 0,5 Ammonium sulfate) ortamına aktarıdı. YNBD-

HLMU kültür ortamından 48 saat boyunca 2 saatlik sürelerle hücre örneği alınarak 

spektrofotometrede OD600 absorbans değerleri ölçüldü. Çalışmanın sonunda BY4741 ve 

Y07155 maya suşlarının zamana karşı OD600 değerine karşılık gelen hücre sayısına bağlı 

olarak ikilenme süreleri (Doubling Time, Dt) ile spesifik üreme oranlarının (Specific 

Growth Rate, μ) grafikleri oluşturuldu. 

 

3.4. Plazmitlerin Amplifikasyonu ve Maya Suşlarına Hücrelerine 

Transformasyonu 

NTH1-LacZ ve SUC2-LacZ YEp plazmitleri MgCl2-CaCl2 metodu ile XL1-Blue E. 

coli hücrelerine transforme edildi (Ausubel ve ark., 1993). XL1-Blue E. coli 

transformantlar Tyamp (%2,4 Trypton Yeast Extract Agar + Ampisilin (35 mg/ml)) 

petrilerine aktarıldı. Üreme gözlenen transformant E. coli hücrelerinden tek koloni seçimi 

yapılarak ampisilin içeren NB (%2,5 Nutrient Broth) besin ortamına aktarıldı. 

Transformant E. coli hücreleri 37 °C’de yaklaşık 16-18 saat inkübasyona bırakıldı. Plazmit 

saflaştırma kiti (GeneJet Plasmid Kiti (#K050-Fermentas)) kullanılarak, transformant E. 

coli hücrelerinden NTH1-LacZ ve SUC2-LacZ plazmitleri saflaştırıldı. Plazmit 

purifikasyonu ile elde edilen plazmitler, TE besin ortamında son hacim 100 µL olacak 

şekilde -20 °C’de saklandı. 

Çalışmamızda kullanılan NTH1-LacZ ve SUC2-LacZ gen füzyonu plazmitleri yaban 

tip ile Δtec1 S. cerevisiae suşlarına LiOAc/SS-DNA/PEG metodu kullanılarak transform 

edildi (Gietz ve ark., 2002). Yaban tip ve Δtec1 maya suşları 50μl YPD (%1 Yeast Extract 

+ %2 Pepton + %2 Dextrose) üreme ortamında 30°C’de 120 rpm/dk hızdaki çalkalamalı 

inkübatörde 17 saat üretildi. Hücreler OD600 absorbans değeri 0.2 olacak şekilde YPD taze 

üreme ortamına aktarılarak logaritmik aşamaya (OD600 değeri yaklaşık 0.8-1.0) kadar 

30°C’deki çalkalamalı inkübatörde üretildi. Logaritmik aşamadaki 50 ml’lik hücrelerden 

25ml örnek alınarak 6000 rpm’de 5 dk çöktürüldü (Hettich ZENTRIFUGEN 320R). 

Hücreler saf su ile yıkamaları yapıldıktan sonra 1.5 ml’lik mikrotüplere aktarıldı. 12000 

rpm’de 5 dk çöktürülüp süpernatant kısmı atıldı. Pellet üzerine 240 μl (50% w/v), 36 μl 
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1.0M LiOAc, 5 μl HS-DNA, 3 μl plazmit, 34 μl saf su koyuldu. Hücre solüsyonu dikkatli 

bir şekilde homojen hale gelene kadar karıştırıldı (BioCote Stuart). Hücre süspansiyonu 20 

dk, 42 °C’de inkübe edildi. İnkübasyondan sonra hücreler 12000 rpm’de 30 sn çöktürüldü. 

Hücre pelleti üzerine 100 μl saf su içerisinde resuspend edildi.  

Hücre pelleti YNBD-HLM urasil içermeyen katı besi ortamına geçirildi 30 °C’da 3-5 

gün inkübe edildi. Petrilerde üreme gösteren transformant maya kolonilerinden bir tane 

seçilerek taze YNBD-HLM katı besiyeri ortamlarına çizgi ekimleri yapıldı ve aynı üreme 

koşullarında üretildi. Transformant maya suşlarını daha sonra β-Galaktozidaz enzim 

aktivite belirlenmesinde kullanıldı. 

 

3.5. Transformant Maya Suşlarının Üreme Şartları ve Örnek Alınması 

S. cerevisiae transformant maya hücreleri YNBD-HLM sıvı üreme ortamlarında 120 

rpm 30 °C’da bir gece inkübe edildi. Gecelik maya kültürlerinden bir miktar hücre taze sıvı 

üreme ortamına, OD600 absorbans 0,2 olacak şekilde kültür ortamına aktarıldı ve inkübe 

edildi. Logaritmik aşamaya gelen hücre kültürlerinden (OD600 ~ 0,8-1,0) örnekler toplandı. 

Kalan kültür ortamı 3 eşit gruba ayrılarak farklı azot ortamlarına aktarıldı. Birinci grup 

hücreler prolin bulunduran YN (%0,16 Yeast Nitrogen Base + 2Dextrose + %0,2 Histidine 

+ %0,3 Leucine + %0,2 Methionine + % 0,1 prolin) ortamında, ikinci grup hücreler son 

konsantrasyonu % 0,1 olacak şekilde glutamin içeren YN besin ortamında, üçüncü grup 

hücreler ise amonyum sülfat içeren besin ortamında 4 saat boyunca inkübe edildi. Elde 

edilen hücre kültürlerinden örnek alınarak, β-galaktozidaz enzim yöntemiyle gen 

ekspresyon seviyeleri, Lowry metodu ile hücre içerisindeki total protein miktarı saptandı. 

Trehalaz enzimatik metod ile hücre içerisinde biriktirilen trehaloz miktarı saptandı. Tüm 

deneysel çalışmalar en az 3 kez tekrarı yapılarak standart sapma değerleri belirlendi. 

 

3.6. β-Galaktozidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Çalışmamızda β galaktozidaz aktivitelerinin hesaplanması için ayrılan transformant 

maya hücreleri santrifüj ile çöktürüldü. Elde edilen pelet kısmı stresil distile su ile yıkandı. 

Transformant maya hücreleri üzerine 0,2 ml breaking buffer (EK 1) eklendi. Daha 

sonrasında hücre süspansiyonlarına sırasıyla 20 μl %0,1 SDS ve 20 μl Kloroform 

eklenerek hücresel lizatlar oluşturuldu. Hazırlanan hücresel lizatlardan 30 μl alınarak, 970 

μl Z-Buffer (Ek 1) içerisine eklenerek 30 °C’da inkübe edildi. Süspansiyon üzerine 

enzimatik aktiviteyi belirlemek için 200 μl ONPG (Z-Buffer içeresinde hazırlanmış 

%0,4’lük 2-Nitro-B-D-galactopyranoside) eklenerek, reaksiyonun başlama zamanı 
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kaydedildi. Renk dönüşümü ile birlikte, 0,5 ml 1M Na2CO3 eklenerek enzimatik 

reaksiyonunun durdurulma süresi saptandı. Elde edilen sarı renkli çözelti OD420 absorbans 

değerinde ölçümü yapılarak kaydedildi. β-galaktozidaz aktivitelerinin hesaplaması, β-

Galaktozidaz Unitesi dakikada hidroliz edilen nmol ONPG/mg toplam protein olarak 

verilmiştir (Ausubel ve ark., 1993; Guarente ve Ptashe, 1981). Transformant hücrelerin 

hücre içerisindeki total protein miktarı Lowry yöntemi ile belirlendi (Lowry ve ark., 1951). 

Hücresel lizatlar 0,02 ml alınarak 0,18 ml steril distile sui le birlikte süspanse edildi. Daha 

sonra oda sıcaklığında hücresel lizatların üzerine 1 ml C-Buffer (Ek 1) eklenerek 10 dk, 

sonrasında ise 0,1 ml Folin eklenerek 30 dakika süresince bekletildi. Reaksiyon sonucunda 

meydana gelen mavi-yeşil rengin miktarı spektrofotometrede OD750 değeri saptandı. 

 

3.7. Trehaloz Miktarının Saptanması 

1997 yılında Parrou ve François tarafından geliştirilmiş olan metodun kullanılması 

ile normal koşul ve stres koşulları varlığında S. cerevisiae maya hücrelerinde depolanmış 

olan trehalozun enzimatik tayini yapıldı. Farklı üreme koşullarından alınan transformant 

maya hücreleri santrifüj edilerek, steril soğuk sui le iki defa yıkama işlemi yapıldı. 

Hücrelerin yaş ağırlıkları ölçülerek üzerlerine 0,25 ml 0,25M Na2CO3 çözeltisi eklenerek 2 

saat süresince 95-100 °C’da inkübe edildi. Kaynama bittikten sonra hücre lizatlarının 

üzerine 0,15 ml 1 M Asetik asit ve 0,6 ml 0,2 M NaOAC eklenildi. Transformant maya 

hücrelerinin içerisinde biriktirilen trehaloz miktarını belirlemek için 1,5mU trehlaz enzimi 

(Sigma, 8778) eklenerek 18 saat süresince 37 °C’da inkübasyona bırakıldı. Reaksiyon 

sonunda açığa çıkan glukoz miktarı GOD (Glukoz Oksidaz Peroksidaz) yöntemiyle 

belirlendi. Hücresel lizatların üzerine GOD enzimi eklenerek 15 dk süresince 37 °C’da 

inkübe edildi. GOD yöntemi kullanılarak belirlenen OD546 değerleri, glukoz standardının 

vermiş olduğu absorbans değerine göre hesaplanarak, hücresel lizatların içerdiği glukoz 

miktarı glukoz standart çözeltisinin içerdiği glukoz miktarına göre maya yaş ağırlığının 

üzerinden normalize edilerek, miligram hücre başına biriktirilen mikro gram glukoz (µg 

glikoz/mg yaş ağırlığı) olarak saptandı. 

 

3.8. Biyoinformatik Çalışmalar 

3.8.1. Saccharomyces Genome Database (SGD) 

SGD (Saccharomyces Genome Database) veri tabanı S. cerevisiae hakkında 

bilgilerin bulunduğu kapsamlı bir veri tabanıdır. S. cerevisiae ve daha yüksek 

organizmalardaki sekans ve gen ürünleri arasındaki fonksiyonel ilişkileri ve bunlarla ilgili 
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verileri incelemek için analiz araçları ile birlikte çalışmaktadır. Yaptığımız çalışmada SGD 

vasıtası ile, NTH1 geninin üzerinde bulunduğu kromozom belirtildi 

(www.yeastgenome.org).  

 

3.8.2. National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

NCBI, 1988 yılında kurulmuş geniş bir veri tabanıdır. BLAST, ENTREZ, 

MEDLINE ve OMIM hizmetleri sayesinde biyoinformatik çalışmalara olanak 

sağlamaktadır. Çalışmamızda kullanacağımız TEA Domain bölgesine sahip çeşitli 

canlılardaki homolog proteinlerine ilişkin blast sonuçları NCBI webserver programı 

kullanılarak elde edilmiştir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

3.8.3. JASPAR CORE Database 

JASPAR CORE veritabanı, ökaryotlar için deneysel olarak tanımlanmış 

transkripsiyon faktörlerinin olası DNA bağlanma bölgeleriyle ilişkili profilleri 

içermektedir (jaspar.genereg.net).  JASPAR CORE veritabanı sayesinde Tec1 

transkripsiyon faktörünün olası DNA bağlanma bölgesi saptandı (Jaspar Core: 

IDMA0406.1)(http://jaspar.binf.ku.dk/cgibin/jaspar_db.pl?ID=MA0406.1&rm=present&c

ollection=CORE). 

 

3.8.4. VMD-Visual Molecular Dynamics 

VMD, Theoretical and Computational Biophysics Group tarafından geliştirilmekte 

olup ücretsizdir. VMD, proteinler, nükleik asitler, lipit tabakalı yapılar gibi biyolojik 

sistemlerin modellemesi, görselleştirilmesi ve analizi için tasarlanmıştır. VMD, Protein 

Veri Bankası (PDB) dosyalarını görüntüleyebilmek için kullanılmaktadır 

(www.ks.uiuc.edu/Research/vmd). VMD, moleküllerin çok çeşitli biçimlerde 

görüntülenmesi ve renklendirilmesi için kullanılmaktadır. Bu program vasıtası ile Tec1 

proteini üzerindeki DNA bağlanma bölgesi görselleştirildi. 

 

3.8.5. Megasoftware 7.0 (MEGA 7) 

Sudhir Kumar ve arkadaşları tarafından 2016 yılında 7.0 sürümü geliştirilen ve 

ücretsiz sunumu olan bir programdır. Türler ve populasyonlardaki DNA ve protein 

hizalanması, evrimsel benzerlikler ve farklılıkların saptanması gibi kapsamlı araştırma 

sunmaktadır. Tez çalışmamızda Tec1 proteinin sahip olduğu TEA/ATTS DNA bağlanma 

bölgesini, farklı fungi türleri ve diğer canlılarda homolog olan proteinler karşılık gelen 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd
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korunmuş sekanslar saptanmıştır (www.megasoftware.net). 

 

3.8.6. I-TASSER ve NPDock Webserverları 

SGD veri tabanından alınan 486 aminoasitlik Tec1p dizisi ve Tec1p’nin TEA/ATTS 

DNA bağlanma bölgesine denk gelen 75 amino asitlik dizisi belirlendi. Iterative Threading 

ASSEmbly Refinement (I-TASSER) (zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) 

programı, proteinlerin yapı ve fonksiyonlarının tahmini olarak belirlenmesinden 

sorumludur. I-TASSER programı ile Tec1 proteinin olası 3 boyutlu homoloji modelleri 

saptandı. NTH1 promotorunda, Tec1p TEA/ATTS-DNA bağlanma elementleri 3D-DART 

webserver programına gönderilerek pdb formatı haline dönüştürüldü. NPDock, RNA-

protein ve DNA-protein kompleks yapılarının modellenmesi için kullanılan web 

sunucusudur. I-TASSER programından gelen Pdb dosyaları ile 3D-DART webserver 

programından gelen Pdb dosyaları Nucleic acid-Protein Dock (NPDock–Genesilico.pl) 

sitesine gönderilerek olası bağlanma modelleri oluşturuldu. Elde edilen modeler VMD 

(Visual Molecular Dynamics) programı ile görsel hale getirildi. 
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BÖLÜM 4 

ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

4.1. Maya Suşlarının Üreme Eğrileri (Growth Curve) ve İkilenme Süreleri 

Çalışmada kullanılan maya suşlarının (wt ve Δtec1 mutant) O/N (bir gece boyunca) 

kültürlerinden urasil içeren YNB-HLM taze sıvı besiyerlere OD600 değeri 0,2 olacak 

şekilde geçirildi ve durağan zamanın ortalarına ulaşıncaya kadar yaklaşık 2 gün 30 °C’de 

120 rpm/dk çalkalama ile üretildi. Bu sürenin başından sonuna kadar her iki saatte bir 1ml 

örnek alınarak OD600 absorbans değerleri belirlendi. Yaban tip maya suşu için Şekil 4.1.’ 

de, Δtec1 maya suşu için Şekil 4.2.’ verildi. Maya suşlarının ikilenme süreleri ve spesifik 

üreme oranları yaban tip maya suşu için Şekil 4.3. ve Δtec1 maya suşu için Şekil 4.4. 

verildi. 

Mikroorganizmaların büyümesi belirli kurallara uymaktadır. Bu nedenle bazı 

koşullar altında inkübasyon sonunda hücre sayısı ve biyokütle miktarı hakkında tahminde 

bulunulabilmektedir. Bakteriler, mayalar ve küflerin farklı üreme eğrileri bulunmaktadır. S. 

cerevisiae maya suşunun zamana bağlı OD660 değerleri saptanmıştır (web kaynakça 2). 

Spesifik büyüme oranı (µ), birim zamanda toplam hücre sayısına kıyasla hücre miktarında 

meydana gelen artıştır. Spesifik büyüme hızı ne kadar yüksekse, hücrelerin büyüme hızıda 

o kadar yüksektir. Mikroorganizmalar logaritmik evrede üssel çoğalırlar. Buna göre 

logaritmik evredeki mikroorganizma gelişim hızı; 

 

𝑑𝑋

𝑑𝑡
= µX                       

𝑑𝑁

𝑑𝑡
= µN                   N=Hücre sayısı.   (4.1) 

 

Mikroorganizmaların ikilenme süresi, hücre sayısındaki artışın 2 katına ulaşması için 

geçen süre (t) olarak tanımlanmaktadır. Hücre sayısının deneysel olarak belirlenmesi zor 

olmasından dolayı hücre büyümesi biyokütle artışı olarak hesaplanır (web kaynakça 3). 

 

 𝐼𝑛. 𝑋1 − 𝐼𝑛. 𝑋0 = µ (𝑡1 − 𝑡0)       (4.2) 

 

 𝑡𝐷 = 𝑡1 − 𝑡0         (4.2a) 
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Denklemin yerine konulursa; 

 

 𝐼𝑛 
2𝑋

𝑋
= µ . tD         (4.2b) 

 

 𝐼𝑛2 = µ . tD         (4.2c) 

 

 𝑡𝐷 =
𝐼𝑛2

µ
         (4.2d) 

 

µ= Spesifik üreme hızı 

X= Hücre konsantrasyonu (g/L) 

t= Süre (saat) 

 

Mikroorganizmaların üreme eğrileri ile spesifik üreme hızlarının bağlantısı; Lag 

fazda spesifik üreme oranı sıfırdır. Uyum fazında sürekli artar. Logaritmik fazda sabittir 

(µ= µmax). Durağan fazda ise bu oran sıfıra yakındır.  

Buna göre yaban tip maya suşunun ikilenme süresi (doubling time, tD) 2,44±0,2 (2 

saat 26 dakika±12 dakika) ve spesifik üreme oranı (specific growth rate, µ) 0,2848 olarak 

belirlendi. Mutant maya suşunun ikilenme süresi 2,70±0,2 (2 saat 42 dakika±12 dakika) ve 

spesifik üreme oranı 0,2564 olarak hesaplandı. 
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Şekil 4.1. Yaban tip maya suşunun üreme grafiği 
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Şekil 4.2. Δtec1 mutant maya suşunun üreme grafiği 
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Şekil 4.3. Yaban tip maya suşundaki ikilenme süresi ve spesifik üreme oranını 
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Şekil 4.4. Δtec1 maya suşunun ikilenme süresi ve spesifik büyüme oranını 
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4.2 Tec1 Transkripsiyon Faktörünün NTH1 Gen Ekspresyonuna Etkisi 

S. cerevisiae hücrelerinde NTH1 gen ekspresyonu farklı stres koşullarında aktive 

edilmektedir. Bu aktivasyonda NTH1 promotor bulunan STRE elementlerinin rolü 

büyüktür. Msn2/4p transkripsiyon faktörleri, STRE elementlerine bağlanarak NTH1 

transkripsiyonunun aktivasyonundan sorumludur. Yaptığımız NTH1 promotor bölgesinin 

biyoinformatik çalışmasında, NTH1 promotorunda farklı transkripsiyon faktörlerinin 

bağlanabilmesi için cis-elementlerinin bulunduğu belirlenmiştir. 

Analiz sonucunda NTH1 promotorunda, özellikle azot açlığında MAPK ve TOR 

sinyal yolaklarının düzenlenmesinde rol alan Tec1 transkripsiyon faktörünün 5 tane (124-

128 bç (3’-CATTC-5’), 134-138 bç (3’-CATCG-5’), 140-144 bç (3’-CATCG-5’), 429-433 

bç (3’-CATTC-5’) ve 634-638 bç (3’CATCG-5’)) bağlanma dizisinin bulunduğu tespit 

edildi. Tec1 proteinin NTH1 transkripsiyonuna etkisini belirlemek için NTH1-LacZ gen 

füzyonu içeren yaban tip ve Δtec1 transformant maya hücreleri logaritmik aşamaya kadar 

YNBD-HLM üreme ortamında üretildi ve hücreler farklı azot kaynaklarına geçirilmeden 

önce kültürden örnekler alınarak NTH1 gen ekspresyon seviyesi beta-galaktozidaz enzim 

aktivitesi ölçülerek belirlendi. Beta galaktozidaz enzim ünitesi 1 dakika içerisinde 1mg 

total proteinde hidrolize edilen nanomol ONPG miktarı olarak hesaplandı. Elde edilen 

sonuçlar Çizelge 4.1.’de verildi. 

Yaban tip maya hücrelerinde beta galaktozitaz seviyesi 76,8±8,6 ünite, Δtec1 maya 

hücrelerinde ise 551,6±10,1 ünite olarak belirlendi. Mutant maya hücrelerinde NTH1 

transkripsiyonunda yaklaşık 7 kat artış gözlendi. 

 

Çizelge 4.1. Stressiz koşullarda Tec1 proteinin NTH1 transkripsiyonuna etkisi 

Gen Fizyonu Ortalama beta- galaktosidaz aktivitesi (±SD)* 

Yaban Tip Δtec1 

NTH1-LacZ 76,8±8,6 551,6±10,1 

SUC2-LacZ 0,4±0,0 0,5±0,0 

* β-galaktozidaz ünitesi nmol ONPG/dak/mg protein 

±SD: standart sapma 

 

Bu durum normal şartlarda çevresel stresin olmadığı, karbon ve azot kaynağının 

yeterli olduğu durumda, Tec1 proteinin NTH1 transkripsiyonu için gerekli olduğunu 

göstermektedir. 
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S. cerevisiae maya türü glukoz, galaktoz vb. gibi farklı fermentatif karbon 

kaynaklarını kullanabilmekte olup öncelikli olarak glukozu tercih etmektedir. Glukoz 

karbon kaynağında alternatif karbon kullanımı için gerekli tüm genler baskılanmaktadır. 

Bu durum mayalarda glukoz baskılaması (Glucose Repression) olarak bilinmektedir.  

S. cerevisiae maya türünde sukrozun hidrolizinden sorumlu olan invertaz enzimi için 

kodlu SUC2 gen ekspresyonuda glukoz baskılamasına uğramaktadır (Ronne, 1995). SUC2 

geninin transkripsiyonel regülasyonunda karbon kaynağı ve miktarı etkin role sahipken, 

azot miktarı veya kaynağının etkisi olmadığı bilinmektedir. Bu nedenle çalışmamızda 

SUC2 promotorunu taşıyan plazmit kontrol amaçlı kullanılmıştır. NTH1-LacZ fizyonu 

içeren maya suşları ile yapılan tüm çalışmalar SUC2-LacZ fizyonu taşıyan yaban tip ve 

Δtec1 maya suşlarında tekrar edilmiştir. Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.1.’de verilmiştir. 

Yaban tip maya suşunda beta galaktozidaz aktivitesi 0,4±0,0 ünite, Δtec1 maya suşunda ise 

0,5±0,0 ünite olarak belirlendi. 

 

4.3. Farklı Azot Kaynaklarının NTH1 Gen Ekspresyonuna Etkisi 

S. cerevisiae maya hücrelerinde NTH1 gen ekspresyonu TOR sinyal yolağı üzerinden 

kontrol edilmektedir. NTH1 promotorunda bulunan STRE dizilerine bağlanarak NTH1 

transkripsiyonunu Msn2/4 proteinleri aktive etmektedir. Msn2/4 transkripsiyon 

faktörlerinin aktiviteleri ise cAMP/PKA ve TOR sinyal yolakları ile kontrol edilmektedir. 

Kuvvetli azot kaynağında TOR sinyal yolu aktifleşerek Msn2/4 transkripsiyon 

faktörlerinin sitoplazmaya geçmesini ve inaktif olarak kalmasını sağlar. Böyle NTH1 gen 

ekspresyonu aktifleştirilemez.  

Düşük azot kaynağında ve rapamisin varlığında Tor1 kinaz inaktifleşir ve Msn2/4 

proteinleri nukleusa geçerek NTH1 geni gibi promotorlarında STRE içeren genlerin 

transkripsiyonlarını aktive eder. Bu nedenle öncelikli olarak çalışmamızda yaban tip maya 

hücrelerinde kuvvetli ve zayıf azot kaynaklarında NTH1 gen ekspresyon seviyeleri 

belirlendi. 

Çalışmamızda yaban tip maya hücreleri YNBD-HLM içeren üreme ortamında 

logaritmik aşamaya (OD600= 0,8-1,0) kadar üretildi. Birinci kısımdaki maya hücreleri aynı 

koşul maya kültürleri 3 eşit parçaya bölünerek, birinci grup aynı şartlarda 4 saat üremeye 

bırakıldı. İkinci ve üçüncü parçalar ise çöktürelerek toplandı ve steril soğuk su ile yıkandı. 

İkinci parçadaki maya hücreleri glutamin içeren üreme ortamına, üçüncü grup ise prolin 

içeren üreme ortamına geçirilerek 4 saat inkübe edildi. Bu süre sonunda amonyum sülfat, 

glutamin ve prolin azot kaynaklarını içeren hücre kültürlerinde β-galaktozidaz enzim 
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aktivitesi belirlendi. Tüm deneyler en az üç tekrarlı olarak yapıldı ve standart sapma 

değerleri hesaplandı. Tüm deneylerde standart sapma değerleri %20’nin altında bulundu. 

Yaban tip maya suşunda kuvvetli (amonyum sülfat ve glutamin) ve zayıf (prolin) 

azot kaynaklarında elde edilen NTH1 gen ekspresyon seviyeleri Çizelge 4.2.’de verildi. 

Ayrıca SUC2-LacZ gen fizyonu içeren yaban tip maya suşunda da farklı azot 

kaynaklarında SUC2 gen ekspresyonu belirlenerek Çizelge 4.2.’de sunuldu. 

Transformant maya hücreleri logaritmik aşamaya kadar ve sonrada 4 saat süresince 

amonyum sülfat içeren üreme ortamında üretildi. Bu ortamda ölçülen β-galaktozidaz 

değerleri 150±2,8 ünite belirlendi. AS içeren ortamdan glutamin içeren ortama geçirilen 

yaban tip maya hücrelerinde NTH1 transkripsiyonun yaklaşık 2 kat, prolin içeren ortama 

geçirilen maya hücrelerinde ise yaklaşık 5 kat artma gözlendi. Prolin içeren üreme 

ortamında β-galaktozidaz enzim aktivitesi 626±14,6 ünite, glutamin içeren üreme 

ortamında β-galaktozidaz enzim aktivitesi 289,3±6,6 ünite olarak hesaplandı. Zayıf azot 

kaynağında Tor sinyal sisteminin baskılanması ve Msn2/4 proteinlerinin NTH1 

transkripsiyonunu 5-6 kat arttırdığı belirlendi. Gözlenen bu durum beklenen bir sonuç olup 

literatür ile de uyumludur. 

 

Çizelge 4.2. Farklı azot kaynaklarının NTH1 gen ekspresyonuna etkisi 

Gen Fizyonu Ortalama beta- galaktosidaz aktivitesi (±SD)* 

Amonyom Sülfat Glutamin Prolin 

NTH1-LacZ 150±2,8 289,3±6,6 626±14,6 

SUC2-LacZ 0,1±0,0 0,4±0,0 0,1±0,0 

* β-galaktozidaz ünitesi nmol ONPG/dak/mg protein 

±SD: standart sapma 

 

SUC2-LacZ gen fizyonu içeren yaban tip maya hücrelerinde farklı azot 

kaynaklarında ölçülen β-galaktozidaz enzim aktiviteleri Çizelge 4.2.’de verildi. Farklı azot 

kaynaklarının SUC2 promotor aktivasyonunda etkili olmadığı görülmektedir. 

 

4.4. Tec1 Transkripsiyon Faktörünün Farklı Azot Kaynaklarında NTH1 

Transkripsiyonuna Etkisi 

S. cerevisiae maya türünde TEA transkripsiyon faktörü Tec1p, farklı besinlere ve 

feromonlara karşı oluşturulan cevapta görev almaktadır. Tec1 proteininin stabilitesi TOR 

sinyal yolağı üzerinden sağlanmaktadır. Yüksek miktarda rapamisin uygulaması TOR 
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sinyal yolağının baskılanması ve hücrelerin G1 safhasında durmasına neden olurken, düşük 

dozda uygulanan rapamisin filament oluşumunu engelleyerek mayanın kronolojik yaşam 

süresini uzatmaktadır (Barbert ve ark., 1996; Powers ve ark., 2006). TOR sinyal yolağında 

görev alan Sch9 protein kinazın replikatif yaşam uzunluğunu ve kronolojik yaşam 

uzunluğunu kontrol ettiği bilinmektedir (Kaeberlin ve ark., 2005). Tec1 transkripsiyon 

faktörü G1 siklinlerin aktivatörüdür ve G1 siklinler besin açlığında baskılanmaktadır. 

Ayrıca Tec1 proteini kronolojik yaşam uzunluğunu kontrol etmektedir (Brückner ve ark., 

2011). 

S. cerevisiae maya türünde trehaloz miktarının hücre döngüsünün G1 safhasında 

kalma süresiyle doğru orantılı olarak arttığı belirlenmiştir (Paalmen ve ark., 2003). TOR 

sinyal sisteminin inhibisyonu Cln3p translokasyonunu azaltarak G1’de durmasını ve depo 

karbonhidratları biriktirmesini sağlamaktadır. Besin miktarına ve çeşidine göre TOR sinyal 

yolağı Sch9 üzerinden Tec1p aracılığıyla hücre döngüsünü kontrol etmektedir. Bu nedenle 

çalışmamızda Tec1 transkripsiyon faktörünün TOR sinyal sistemine bağlı olarak NTH1 

gen ekspresyonuna etkisi belirlendi. Bu amaçla Δtec1 maya hücreleri Bölüm 4.3.’te 

açıklandığı gibi yaban tip maya hücreleri gibi üretilerek β-galaktozidaz enzim aktiviteleri 

belirlendi. Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.3.’de gösterildi. 

 

Çizelge 4.3. Tec1 proteinin farklı azot kaynaklarının NTH1 gen ekspresyonuna etkisi 

Gen Fizyonu Ortalama beta- galaktosidaz aktivitesi (±SD)* 

Amonyom Sülfat Glutamin Prolin 

NTH1-LacZ 534,2±56,2 995,6±138,8 1177,7±42,0 

SUC2-LacZ 0,3±0,0 0,4±0,0 0,5±0,0 

* β-galaktozidaz ünitesi nmol ONPG/dak/mg protein 

±SD: standart sapma 

 

Zayıf azot kaynağında üretilen Δtec1 maya hücrelerinde (1177,7±42,0) β-

galaktozidaz enzim aktivitesinin, glutamin azot kaynağında üretilen hücrelerden 

(995,6±138,8) farklı olmadığı gözlendi. Prolin ve glutamin içeren ortamda üretilen mutant 

maya hücrelerinde NTH1 gen ekspresyonunun değişmediği tespit edildi.  

Amonyum sülfat ve glutamin maya hücreleri için kuvvetli azot kaynağı olmasına 

rağmen, NTH1 ekspresyonunun amonyum sülfat içeren ortamda üretilen mutant maya 

hücrelerinde yaklaşık 2 kat azaldığı belirlendi. Amonyum sülfat içeren ortamda üretilen 

maya hücrelerinde beta galaktozidaz enzim aktiviteleri 534,2±56,2 ünite olarak ölçüldü. 
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S. cerevisiae maya hücrelerinde azot sinyal sistemleri azot transport sistemleri ile 

birlikte çalışır. Hücre dışındaki azot kaynağının çeşidine ve miktarına göre farklı sinyal 

transport sistemleri görev almaktadır. Amonyum ve glutamin içeren ortamlarda gözlenen 

NTH1 transkripsiyon farklı transport mekanizması ile ilgili olabilir. 

Farklı azot kaynaklarının yaban tip ve Δtec1 maya hücrelerinde ölçülen NTH1 

ekspresyon seviyeleri karşılaştırıldığında, genel olarak Tec1 proteinin yokluğunda NTH1 

transkripsiyonun 2 ile 4 kat arasında artış olduğu tespit edildi. Zayıf azot kaynağında Δtec1 

maya hücrelerinde NTH1 ekspresyon seviyesinin (1177,7±42,0 ünite), yaban tip maya 

hücresindeki NTH1 ekspresyon seviyesinden (626±14,6 ünite) 2 kat fazla olduğu, benzer 

şekilde glutamin içeren ortamda Δtec1 maya hücresinde 3 kat fazla olduğu görüldü. Yaban 

tip maya hücrelerinde zayıf azot kaynağında, NTH1 ekspresyonu kuvvetli azot 

kaynaklarından 2 ile 7 kat fazladır (Çizelge 4.2.). Ancak Δtec1 maya hücrelerinde, prolin 

içeren ortamda ve glutamin içeren ortamda NTH1 gen ekspresyonunda değişim 

gözlenmemiştir. Bu durum Tec1 proteinin NTH1 gen ekspresyonunun düzenlenmesinde 

represör olarak görev aldığını göstermektedir. 

SUC2-LacZ gen fizyonu taşıyan Δtec1 maya suşunda farklı azot kaynaklarında SUC2 

promotorunun aktive olmadığı tespit edildi (Çizelge 4.3). 

 

4.5. Tec1 Transkripsiyon Faktörünün Hücre İçi Trehaloz Birikimine Etkisi  

S. cerevisiae’de TPS1 promotor bölgesinde STRE dizileri bulunmakta olup, çeşitli 

stres koşullarında aktive edilmektedir. TPS1 promotor bölgesi farklı transkripsiyon 

faktörlerinin bağlanması için gerekli elemetler bulunmaktadır. Bu transkripsiyon faktörleri 

aracılığıyla TPS1 gen ekspresyonu regüle edilmektedir. S. cerevisiae maya hücrelerinde 

stres koşulları varlığında TPS kompleksi aktif hale getirilerek, trehaloz molekülü sentezi 

gerçekleştirilir.  

Çalışmamızda Tec1 transkripsiyon faktörünün hücre içi trehaloz birikimini 

belirlemek için, NTH1 LacZ gen fizyonu içeren yaban tip ve mutant transformant maya 

hücreleri logaritmik faza kadar YNBD-HLM besin ortamında üretildi. Hücreler farklı azot 

kaynaklarının bulunduğu kültür ortamlarına geçirilmeden önce örnek alınımı yapılarak 

hücre içi trehaloz miktarı saptandı. GOD yöntemi kullanılarak belirlenen OD546 değerleri, 

glukoz standardının vermiş olduğu absorbans değerine göre hesaplanarak, hücresel 

lizatların içerdiği glukoz miktarı glukoz standart çözeltisinin içerdiği glukoz miktarına 

göre maya yaş ağırlığının üzerinden normalize edilerek, miligram hücre başına biriktirilen 

mikro gram glukoz (µg glikoz/mg yaş ağırlığı) olarak saptandı. Elde edilen veriler Çizelge 
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4.4.’de verildi. 

Yaban tip maya hücrelerinde hücre içi trehaloz miktarı 277,4±56,8 µg glukoz/mg yaş 

ağırlığı, Δtec1 maya hücrelerinde 27,2±16,0 µg glukoz/mg yaş ağırlığı olarak saptandı. 

Yaban tip maya suşu ile karşılaştırıldığında, Δtec1 maya suşunda hücre içi trehaloz 

miktarında 10 katlık bir azalma gözlemlendi.  

 

Çizelge 4.4. Stressiz üreme koşulunda Tec1 proteinin hücre içi trehaloz birikimine etkisi 

Gen Fizyonu Hücre içi trehaloz miktarı (±SD)* 

Yaban Tip Δtec1 

NTH1-LacZ 277,4±56,8 27,2±16,0 

SUC2-LacZ 775±88 281±22 

*μg glukoz/mg yaş ağırlığı 

±SD: Standart sapma 

 

NTH1-LacZ gen fizyonu içeren maya suşları ile ilgili yapılan tüm çalışmalar SUC2-

LacZ gen fizyonu içeren yaban tip ve Δtec1 maya suşlarında tekrar edilmiştir. SUC2-LacZ 

gen fizyonu içeren transformant maya suşlarına ilişkin hücre içi trehaloz miktarları Çizelge 

4.4.’de gösterilmektedir. Yaban tip maya suşunda hücre içi trehaloz miktarı 775±88 µg 

glukoz/mg yaş ağırlığı, Δtec1 maya suşunda ise 281±22 µg glukoz/mg yaş ağırlığı olarak 

saptandı. 

 

4.6. Tec1 Transkripsiyon Faktörünün Farklı Azot Kaynaklarında Hücre İçi 

Trehaloz Birikimine Etkisi 

S. cerevisiae’de trehaloz metaboliti dioksik kayma sonrası durağan faza geçerken 

depolanmaktadır. Kuvvetli azot ve glukoz varlığında, TOR ve PKA sinyal yolakları 

üzerinden Msn2/Msn4 proteinlerinin fosforile edilerek sitoplazmada kalması 

sağlanmaktadır. Msn2/Msn4 proteinleri, STRE elementlerine bağlanamamasından dolayı, 

stres ile ilişkili genler inhibe edilmektedir. Dolayısıyla uygun üreme koşulu varlığında 

stres sinyali oluşmadığından dolayı bazal seviyede trehaloz sentezi gerçekleşmektedir. 

Düşük azot kaynağı (Prolin) varlığında, Tor1 kinaz baskılanarak Msn2/Msn4 proteinlerin 

defosforilasyonu sağlanır. Aktive edilen Msn2/Msn4 proteinleri nukleusa geçerek strese 

cevap genlerini aktive eder. Çevresel stres koşullarında TPS kompleksi aktifleştirilerek, 

hücre içi trehaloz miktarı arttırılır. 

Çalışmamızda yaban tip ve Δtec1 maya hücreleri YNBD-HLM üreme ortamında 
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logaritmik aşamaya kadar üretildi. Aynı koşul maya kültürleri 3 eşit gruba ayrıldı. Birinci 

grup aynı üreme şartlarında 4 saat inkübasyona bırakıldı. İkinci ve üçüncü gruplar ise 

santrifüj edilerek, steril soğuk su ile yıkama işlemi yapıldı. İkinci grup maya hücreleri 

glutamin içeren üreme ortamına, üçüncü grup ise prolin içeren üreme ortamına aktarılarak 

4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyon sonunda amonyum sülfat, glutamin ve 

prolin azot kaynaklarını içeren üreme kültürlerinde hücre içi trehaloz miktarı saptandı. 

Tüm deneyler en az 3 kez tekrar edilerek, standart sapma değerleri hesaplandı.Yaban tip ve 

Δtec1 maya suşunda kuvvetli (amonyum sülfat ve glutamin) ve zayıf azot (prolin) 

varlığında elde edilen hücre içi trehaloz miktarları Çizelge 4.5.’de gösterildi.  

NTH1-LacZ gen fizyonu içeren transformant maya hücreleri logaritmik aşamaya ve 

sonrasında da 4 saat amonyum sülfat içerenüreme ortamında inkübe edildi. Bu koşulda 

saptanan hücre içi trehaloz miktarı yaban tip maya suşunda 277,4±56,8 µg glukoz/mg yaş 

ağırlığı, Δtec1 maya suşunda ise 27,2±16,0 µg glukoz/mg yaş ağırlığı seviye saptandı. 

Amonyum sülfat içeren ortamdan glutamin bulunan kültür ortamına aktarılan yaban tip 

maya hücrelerinde hücre içi trehaloz miktarında 1,5 kat bir azalma gözlenirken, Δtec1 

maya hücrelerinde yaklaşık 2 katlık bir artş gözlenmektedir. Amonyum sülfat içeren 

ortamdan prolin kültür ortamına geçirilen yaban tip maya hücrelerinde hücre içi trehaloz 

miktarında 2 kat artış gözlenirken, Δtec1 maya hücrelerinde ise yaklaşık 30 kat bir artış 

gözlenmektedir. Amonyum sülfat varlığında üretilen yaban tip maya suşunda hücre içi 

trehaloz miktarı 472,8±76,8 µg glukoz/mg yaş ağırlığı, Δtec1 maya suşunda ise 617,4±5,4 

µg glukoz/mg yaş ağırlığı olarak belirlendi. Glutamin varlığında yaban tip maya 

hücresinde 173,5±27,1 µg glukoz/mg yaş ağırlığı, Δtec1 maya suşunda ise 47,4±12,1 µg 

glukoz/mg yaş ağırlığı olarak saptandı. Prolin içeren üreme koşulu varlığında yaban tip 

maya hücresinde 656,1±2,6 µg glukoz/mg yaş ağırlığı, Δtec1 maya suşunda ise 802,2±3,7 

µg glukoz/mg yaş ağırlığı seviye belirlendi. Elde edilen veriler Çizelge 4.5.’de gösterildi. 
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Çizelge 4.5. Tec1 proteinin farklı azot kaynaklarının hücre içi trehaloz birikimine etkisi 

Gen Fizyonu Hücre içi trehaloz miktarı ( ±SD)* 

Maya Suşları Amonyom 

Sülfat 

Glutamin Prolin 

NTH1-LacZ 

Yaban tip 472,8±76,8 173,5±27,1 656,1±2,6 

Δtec1 617,4±5,4 47,4±12,1 802,2±3,7 

SUC2-LacZ 

Yaban tip 1794±396 319±43 2344±198 

Δtec1 1980±270 135±95 1550±26 

*μg glukoz/mg yaş ağırlığı 

±SD: Standart sapma 

 

NTH1-Lacz gen füzyonu içeren yaban tip ve Δtec1 maya suşlarında hücre içerisinde 

biriktirilen trehaloz miktarları karşılaştırıldığında, normal koşul varlığında Δtec1 maya 

suşundaki trehaloz birikiminde 10 katlık bir azalma olduğu saptandı. Amonyum sülfat 

kültür ortamında ise, yaban tip maya suşu ve Δtec1 maya suşunda trehaloz birikiminin 

birbirine yakın değerler olduğu belirlendi Ayrıca azot uygulaması (prolin ve glutamin) 

sonuçlarına göre Δtec1 maya suşunda zayıf azot kaynağı varığında biriktirilen hücre içi 

trehaloz miktarı, yüksek azot kaynağına oranla 17 kat fazla olduğu gözlemlendi. 

Dolayısıyla maya hücreleri azot stresini algılayarak hücre içi trehaloz miktarını arttırdığı 

saptandı. 

SUC-LacZ genfüzyonu içeren transformant maya hücreleri logaritmik aşamaya kadar 

üretildi. Daha sonra AS içerisinde üretilen maya kültürleri 3 gruba ayrılarak farklı azot 

kaynakları içeren (gulutamin, prolin ve AS) üreme ortamlarında 4 saat süresince üretildi. 

İnkübasyon sonunda farklı azot kaynakları bulunan üreme ortamlarından örnekler 

toplanılarak hücre içi trehaloz birikimleri belirlendi. AS içeren üreme ortamında hücre içi 

trehaloz miktarı yaban tip maya suşunda 1794±396 µg glukoz/mg yaş ağırlığı, Δtec1 maya 

suşunda ise 1980±270 µg glukoz/mg yaş ağırlığı olarak belirlendi. Kuvvetli azot kaynağı 

varlığında üretilen yaban tip maya suşunda 319±43 µg glukoz/mg yaş ağırlığı , Δtec1 maya 

suşunda 135±95 µg glukoz/mg yaş ağırlığı saptandı. Zayıf azot kaynağı üreme koşulunda 

yetiştirilen yaban tip maya suşunda hücre içi trehaloz miktarı 2344±198 µg glukoz/mg yaş 
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ağırlığı iken, Δtec1 maya suşunda ise 1550±26 µg glukoz/mg yaş ağırlığı olarak belirlendi. 

Elde edilen veriler çizelge 4.5.’de gösterildi. 

Aynı zamanda SUC2-LacZ gen fizyonu içeren yaban tip ve Δtec1 maya 

hücrelerindeki farklı azot kaynaklarında biriktirilen hücre içi trehaloz miktarı saptanarak 

Çizelge 4.5.’da verildi. SUC2-LacZ gen füzyonu içeren transformant S. cerevisiae maya 

suşları (yaban tip ve Δtec1) karşılaştırıldığında, stres öncesi durumda Δtec1 maya suşunda 

trehaloz birikiminde yaklaşık 3 kat azalma olduğu belirlendi. Amonyum sülfat kültür 

ortamında, yaban tip ile karşılaştırıldığında Δtec1 maya suşunda trehaloz birikiminde artma 

olduğu ortaya koyuldu. Zayıf azot (prolin) uygulamasında yaban tip ile karşılaştırıldığında 

Δtec1 maya suşunda trehaloz birikiminin yaklaşık 1,5 kat azaldığı ortaya koyuldu. 

Kuvvetli azot (glutamin) uygulaması varlığında Δtec1 maya suşunda yaklaşık 2 kat azalma 

olduğu gözlemlendi. 

 

4.7. Tec1 Transkripsiyon Faktörünün NTH1 Promotoruna in silico Bağlanma 

modeli  

Tec1 transkripsiyon faktörü, invasif büyümeden kaskadında görev alan genlerin 

düzenlenmesinde yer alan homeodomain ailesinin bir üyesidir. Tec1 proteini, Helix-Turn-

Helix DNA motifine sahip olup, TEA/ATTS konsensus dizisine 

((A(G/C/T)C(G)AT(A)TC(G)C(T)C(T/G/A)) sahip genlerin promotorlarına bağlanarak 

ekspresyonlarını regüle ederler. Tec1 transkripsiyon faktörünün DNA bağlanma bölgesi 

(ID MA0406.1) JASPAR CORE veritabanı vasıtasıyla tespit edildi (Şekil 4.5.). NTH1 

promotor bölgesinde Tec1p bağlanması için TEA/ATTS elementi içermektedir. Bu 

nedenle çalışmamızda Tec1 transkripsiyon faktörünün NTH1 promotoruna bağlanmasının 

in silico modellemesi yapılmıştır. 
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Şekil 4.5. Tec1 transkripsiyon faktörünün olası DNA bağlanma bölgesi (Jaspar Core: ID 

MA0406.1) 

 

Çalışmada SGD ( Saccharomyces Genome Database ) veri tabanından alınan 1000 

bç uzunluğundaki NTH1 promotor bölgesi kullanıldı. NTH1 promotoru (3'→5') ve 

potansiyel Tec1p bağlanma bölgeleri gösterilmiştir. NTH1 promotoruna olası Tec1p 

bağlanma bölgeleri sırası ile 124-128 bç (3’-CATTC-5’), 134-138 bç (3’-CATCG-5’), 

140-144 bç (3’-CATCG-5’), 429-433 bç (3’-CATTC-5’) ve 634-638 bç (3’CATCG-5’)’dir 

(Şekil 4.6.). 

 

 

Şekil 4.6. Tec1p’ nin NTH1 promotor bölgesindeki olası bağlanma bölgeleri (SnapGene) 
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Tec1 proteininin DNA bağlanma bölgesine ait 66 amino asit uzunluğundaki dizi 

belirlendi (Uniprot/SGD)(Şekil 4.7.). Yüksek oranda korunmuş olan bu amino asit sekansı 

I-TASSER programına gönderilerek 3 boyutlu hale getirildi. 

 

 

Şekil 4.7. Tec1p’nin TEA/ATTS DNA bağlanma bölgesine ait 66 amino asitlik dizi 

(Uniprot/SGD) 

 

NTH1 promotorunda Tec1p TEA/ATTS-DNA bağlanma elementlerinin bulunduğu 

DNA fragmentleri 3D-DART webserver programına gönderilerek Pdb formatı haline 

dönüştürüldü.  

aacttacagtcaccagtacctctttctttccattccttGGCATCGgcatcgaatctgaaaagctt/65 bp – 

tgtcgacgacaggtttcttatcttcgctagaCATTCtttttctatagttgtgtttatcttcttgc/65 bp sırası ile 

“tec1p_tea1.pdb/tec1p_tea2.pdb” olarak kaydedildi. 

I-TASSER programından gönderilen 7686 atomlu Tec1 proteinin 3D yapısı Visual 

Molecular Dynamics (VMD) programı ile hidrojen atomları  uzaklaştırılarak 3798 atom 

sayısına düşürülerek “tec1_nonH.pdb” şeklinde kaydedilmiştir. 

Atom sayısı azaltılarak in silico çalışmalar sırasında oluşabilecek gecikmelerin 

engellenmebilmesi amaçlanmış dolayısıyla docking programlarının kullanılması için hazır 

hale getirilmiştir. 

I-TASSER ve VMD programı ile elde ettiğimiz Pdb dosyaları ile 3D-DART 

webserver programından gelen Pdb NPDock-Genesilico.pl sitesine gönderilerek Docking 

çalışması gerçekleştirildi. 

Tec1p, NTH1 promotoruna olan olası uzaklığı VMD programı ile hesaplandı. NTH1 

promotorun üzerinde Tec1 proteinin bağlanmasını gösteren 3D modeli Şekil 4.12.’ de 

gösterildi.  
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NTH1 promotoru üzerindeki Tec1 proteini bağlanma bölgesindeki bazlar ile Tec1p 

DNA bağlanma bölgesindeki amino asitler arasındaki uzaklık Anström birimi olarak 

gösterildi (Şekil 4.8., Şekil 4.9., Şekil 4.10., Şekil 4.11.). NTH1 promotorundaki 91. 

Sitozin bazı ile Tec1 proteininin 44. Lösin (Leu44) amino asiti arasındaki olası mesafe 

6.327 Å saptanarak Şekil 4.8.’ da gösterildi. NTH1 promotorundaki 88. Adenin bazı ile 

Tec1 proteinin 29. İzolösin (Ile29) amino asiti arasındaki Anström değeri 10.872 Å olarak 

belirlenerek, Şekil 4.9.’ de gösterildi. NTH1 promotoru üzerindeki 89. Timin bazı ile Tec1 

proteinin 47. Lizin (Lys47) amino asiti arasındaki uzaklık 5.260 Å saptanarak, Şekil 4.10.’ 

de gösterildi. NTH1 promotoru üzerindeki 90. Guanin bazı ile Tec1 proteinin 47. Lizin 

amino asit arasındaki uzaklık 4.352 Å belirlenerek, Şekil 4.11.’ de gösterildi. 
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Şekil 4.8. Leu44 – C91 (6.327 Å) 
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Şekil 4.9. Ile29 – A88 (10.872 Å) 
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Şekil 4.10. Lys 47 – T89 (5.260 Å) 
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Şekil 4.11. Lys 47 – G90 (4.352 Å) 
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Şekil 4.12. NTH1 Promotoru üzerinde olası Tec1p DNA bağlanma bölgesi 
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4.8. Çeşitli Canlı türlerinde Bulununan TEA Domain Bölgesinin Blast Analizi 

Tec1 transkripsiyon faktörünün (P18412) sahip olduğu TEA-DNA bağlanma bölgesi 

WTIGCDKWSEKVEEAFLEALRLIMKNGTTKIKIRNANFGRNELISLYIKHKTNEFRT

KKQISSHIQVWKKTIQNK (125a.a-199a.a) Uniprot webserver programı kullanılarak 

tespit edildi. 

İlgili TEA Domain bölgesine sahip çeşitli canlılardaki transkripsiyon faktörleri 

NCBI webserver programı kullanılarak blast sonuçları ile belirlendi. 

Fungi türleri ve diğer türlerdeki TEA bölgeleri fasta formatında iki faklı dosya 

halinde kaydedildi.  

MEGA7 programı vasıtası ile çeşitli canlılardaki TEA domain bölgesine sahip 

transkripsiyon faktörleri aling edilerek yüksek oranda korunmuş bölgeler görselleştirildi 

(Çizelge 4.6., Çizelge 4.7.) (Şekil 4.13., Şekil 4.14.). 

 

Çizelge 4.6. Çeşitli fungi türlerinde TEA/ATTS DNA helix bölgeleri ve karşılık geldiği 

korunmuş bölgeler 

 
 

Çizelge 4.7. Çeşitli canlı türlerinde TEA/ATTS DNA helix bölgeleri ve karşılık geldiği 

korunmuş bölgeler 
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Şekil 4.13. Çeşitli fungi türlerinde bulunan korunmuş TEA domain bölgeleri 
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Şekil 4.14. Çeşitli türlerdeki korunmuş TEA domain bölgeleri 
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BÖLÜM 5 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

S. cerevisiae maya hücreleri stres koşulları varlığında prolin ve trehaloz gibi önemli 

metabolitler sentezlemektedirler. Maya hücrelerinde prolinin stres koruyucu etkisi, hücre 

içi lokalizasyonu ve konsantrasyonuna göre değişmektedir (Takagi, 2008). Strese karşı 

trehaloz yerine prolin biriktiren S. cerevisiae maya suşu kullanılarak yapılan çalışmada, 

biriktirilen prolinin trehalozun fonksiyonel olarak yerini tutmadığı belirlenmiştir. Diğer bir 

stres metaboliti olan trehaloz molekülü, enerji kaynağı olarak da görev almaktadır.  

Stres varlığında hücre bütünlüğünün korunmasında Tps1 proteinin rol aldığı 

belirtilmiştir (Petitjean ve ark., 2015). TPS1 geni trehaloz-fosfat sentetaz enzimini 

kodlamaktadır. Δtps1 varlığında trehaloz-6-P oluşturulamadığından dolayı maya hücreleri 

strese karşı dayanıksız hale gelmektedir. NTH1, stres koşullarında sentezlenen trehalozu 

normal üreme koşullarına geçilmesiyle hızla yıkıma uğratmaktadır. Ancak NTH1 geninin 

aktive olabilmesi için postrankripsiyonel modifikasyonlara gerek duyulmaktadır. Bu genin 

stres varlığında aktivasyonu promotor bölgesinde bulunan STRE elementleriyle 

gerçekleştirilir (Nwaka ve ark., 1995a, 1995b). NTH1 geninin transkripsiyonel 

düzenlenmesi ve bu düzenlemeden sorumlu TF’ler henüz tam anlamıyla belirlenmemiştir.  

Çalışmamızda NTH1 gen regülasyonu ile ilişkisi belirlenmemiş Tec1 transkripsiyon 

faktörünün NTH1 geninin transkripsiyonuna etkisi ortaya koyulmuştur. Tec1 proteini, 

promotor bölgesinde TEA/ATTS elementlerine sahip genlere bağlanarak, ekspresyonlarını 

regüle etmektedir. NTH1 geninin transkripsiyonel regülasyonu TOR sinyal sistemi 

üzerinden gerçekleşmekte olup, promotor bölgesinde Tec1p bağlanması için gerekli 

TEA/ATTS elementi içermektedir. 

Tez çalışmamızda, normal koşul varlığında yaban tip maya suşu ile 

karşılaştırıldığında, Δtec1 maya suşunda NTH1 transkripsiyon seviyesinde yaklaşık olarak 

7 kat artma olduğu saptanmıştır. Çalışma sonuçları Δtec1 maya suşunda, Tec1 proteini 

bulunmadığından dolayı, NTH1 promotorunda bulunan TEA/ATTS elementlerine 

bağlanamadığını belirtmektedir. Dolayısıyla Tec1 proteini yokluğunda ve diğer hücre içi 

aktivatörlerinin varlığından dolayı NTH1 transkripsiyon seviyesinde artış meydana geldiği 

düşünülmektedir. Eğer Tec1 proteini NTH1 promotoruna bağlanmış olsaydı, NTH1 

transkripsiyonel aktivitesini, yaban tip suş ile karşılaştırıldığında daha düşük olması 

beklenirdi. Sonuçlar baz alındığında, NTH1 transkripsiyonel regülasyonunda, Tec1 

transkripsiyon faktörünün negatif regülatör (represör) olarak rol oynamaktadır.  
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Tec1 transkripsiyon faktörü, çeşitli stres koşulları varlığında aktivatör veya represör 

olarak rol oynamaktadır. Zayıf N varlığında, Tec1 transkripsiyon faktörü TOR yolağı 

üzerinden regüle edilerek stres koşulları varlığında aktive olduğu saptanmıştır (Brückner 

ve ark., 2011). Sonuçlar baz alındığında, Tec1 transkripsiyon faktörünün normal koşul 

varlığında bazal NTH1 transkripsiyonu ve stres koşulları varlığında NTH1 gen 

ekspresyonunun regülasyonu için ihtiyaç duyulmaktadır. Ancak stres koşulları varlığında, 

Tec1 proteinin aktivasyonu için, farklı proteinler aktivatör veya represör olarak görev 

almaktadır. Dig1/2 proteinleri ve Ste12 proteini bu regülasyonda Tec1 proteinini aktive 

veya inhibe edilmesini tetikliyebilmektedir. 

Daha önce yapılan çalışmalarda, Saccharomyces cerevisiae ve ilgili maya türlerinde, 

Tec1 transkripsiyon faktörü, Ste12 transkripsiyon faktörü ile birlikte hücre adhezyonu ve 

flament oluşumu dahil hücre gelişiminin kontrolünde rol almaktadır. Tec1p ve Ste12p 

kompleksi, kooperatif DNA bağlanma için feromon yanıt elementleri (PREs) bağlanma 

alanları bulunan Ste12 ile TEA konsensus dizilerine (TCSs) sahip Tec1 bağlanma bölgeleri 

sayesinde hedef genleri kontrol ederler. Tec1p/Ste12p komplekslerinin aktivitesi, upstream 

sinyal yolakları tarafından Dig1p ve Dig2p transkripsiyonel korepressörlerinin negatif 

kontrolü altında düzenlenirler. Tec1p/Ste12p’nin transkripsiyonel koregülatörü olan Msa1p 

ve Msa2p, G1 evresinin spesifik transkripsiyonunu kontrol edebilmek için hücre döngüsü 

transkripsiyon faktörleri kompleksleri olan SBF (Swi4/Swi6 hücre döngüsü TF box) ve 

MBF (Mbp1/Swi6 hücre döngüsü TF box) ile ilişkili olduğu yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir (Ashe ve ark., 2008; van der Felden ve ark., 2014). Dig1 proteininin aksine, 

Msa1/2’nin Tec1 ve Ste12 kompleksinin aktivitesini arttırdığı belirtilmiştir (van der Felden 

ve ark., 2014). Tec1 proteininin Ste12’den bağımsız mekanizmalarla hedef genlerin 

aktivasyonundan sorumlu olduğu belirlenmesine rağmen, Tec1p ile etkileşen 

transkripsiyon faktörleri henüz tam olarak belirlenememiştir.  

Tec1 proteininin, N-terminal bölümünde 66-76 korunmuş amino asitlerden (aa) 

oluşan bir DNA bağlanma bölgesi bulunmaktadır. Bu bölge memeli, kuş, nematod, böcek 

ve mantar üyelerinde evrimsel olarak korunmaktadır. Aspergillus nidulans AbaA proteini, 

S.cerevisiae’daki Tec1 proteini TEA/ATTS bölgesi (Timberlake ve Andrianopoulos, 1991; 

Laloux ve ark., 1994) ve TEA/ATTS sınıfındaki diğer ökaryotik transkripsiyon faktörleri 

yüksek oranda benzerlik göstermektedir (Stewart ve ark., 1994). ATTSR-EA (AbaA, IEF1, 

IEC1) transkripsiyon faktörleri gelişim fonksiyonlarını yönetir (Andrianopoulos ve 

Timberlake; Burglin, 1991). Drosophila melanogaster’de nöronal gelişimin 

düzenlenmesinde (Campbell ve ark., 1992) ve miyogenezde rol oynayan tavuk embriyonik 
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transkripsiyon faktörleri M-CAT elementleri (5’-CATTCCT-3’) bağlanan diziler 

içermektedir (Stewart ve ark., 1994). TEA/ATTS proteinleri arasındaki benzerlik gösteren 

bölgeler insan Tef1 proteininin DNA bağlanma bölgesine denk geldiği gösterilmiştir (Xiao 

ve ark., 1991). 

Bu tez çalışmasında Tec1 transkripsiyon faktörünün sahip olduğu TEA/ATTS 

bölgesinin diğer canlılarda benzerlik gösteren transkripsiyon faktörleri blast yapılarak 

belirlenmiştir. Bu transkripsiyon faktörlerinde TEA/ATTS bölgelerinin yüksek oranda 

korundukları MEGA7 programı kullanılarak görselleştirilmiştir.  

S. cerevisiae’da RLS ve CLS yaşlanma süreçleri, diğer ökaryotik canlılar ile 

karşılaştırıldığında, yüksek oranda korunmuş olduğu bulunmuştur. Aynı zamanda maya 

yaşlanma mekanizmalarının TOR/Sch9 (Kaeberlein ve ark., 2005) ve Ras/cAMP/PKA 

(Wei ve ark., 2008) tarafından modüle edildiği saptanmıştır. Garay ve arkadaşlarının 

(2014) S. cerevisiae yaşlanma mekanizması ile ilişkili yapmış oldukları çalışmada 5600 tek 

veya çift gen mutasyonlarını kullanarak sabit fazdaki (stationary phase) mayaların 

kronolojik yaşam sürelerini belirlemişlerdir. Çalışma sonunda maya genomunun, %14’lük 

kısmının maya yaşam süresinin regülasyonunda rol oynadığı saptanmıştır. Diğer bir 

çalışmada ise, zamana bağlı büyüme ve besin sınırlaması koşullarının, maya kronolojik 

yaşam süresinin düzenlenmesinde görevli metabolik yolaklar ve bu yolaklar ile ilişkili 

transkripsiyon faktörleri belirlenmiştir (Wanichthanarak ve ark., 2015).  

Tec1 transkripsiyon faktörü; açlık koşullarında, yağ asit degradasyonu, gliserol 

metabolizması (gliserolipid mekanizması), glikojen ve trehaloz mekanizmalarında rol 

oynamaktadır. Gliserol ve hücresel aldehit metabolizmaları, yağ asiti beta oksidasyonu, 

etanol katabolik ve asetat biyosentetik süreçleri, glukoneogenezin negatif düzenlenmesi, 

glikojen biyosentetik süreç ve Otofaji indüklenmsi gibi önemli metabolik olayların 

düzenlenmesinde Tec1 transkripsiyon faktörü görev almaktadır (Wanichthanarak ve ark., 

2015). Aynı zamanda Tec1p’i, MAPK (mitogen-activated protein kinase) ve TORC1 

(target of rapamycin) yolakları üzerinden Kronolojik Yaşam Süresini (CLS) 

arttırılmasından sorumlu olduğu saptanmıştır (Brückner ve ark., 2011; Campos ve ark., 

2017). 

Tec1 proteininin, Δtec1 maya suşları kullanılarak yapılan yaşlanma çalışmalarındaki 

rolü gösterilmiştir (Wanichthanarak ve ark., 2015, Campos ve ark., 2017). Dolayısı ile 

Tec1 transkripsiyon faktörü ile ilişkili yaşlanma deneyi tez çalışmamızdan çıkartılmıştır. 
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II 

 

EK 1. Çalışma süresince kullanılan çözeltilerin hazırlanması 

1. Lowry solüsyonları 

Lowry A çözeltisi  

% 2’ lik Na2CO3 (0.1N NaOH’ da çözünmüş) 

Lowry B1 çözeltisi  

% 0.5’ lik CuSO4 (%1’lik NaK-tartarat’ta çözünmüş) 

Lowry B2 çözeltisi 

%1,56 CuSO4.5H2O 

C-Buffer 

9,8 ml A-Buffer (2% Na2CO3; 0,4% NaOH) 

100 μl B1-Buffer (1,56% CuSO4.5H2O) 

100 μl B2-Buffer (2% KNaC4H4O6) 

 

2. Z-Buffer 

 

3. Lityum Asetat (TE) 

S. cerevisiae transformasyonunda hücre por geçirgenliğini arttırmak için kullanılmaktadır. 

10 mM Tris pH:8.0, 1 mM EDTA pH:8.0 içerisinde 3.5 ml 250 mM Lityum asetat’ın 

çözdürülmesiyle elde edildi. 
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