CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS TEZI

SACCHAROMYCES CEREVISIAE MAYA TURUNDE TECI
TRANSKRIPSIYON FAKTORUNUN NTH1 GEN EKSPRESYONUNA
ETKISININ ANALIZI
Selen CAKAS
Biyoloji Anabilim Dah

CANAKKALE



T.C.
CANAKKALE ONSEKIiZ MART UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS TEZI

SACCHAROMYCE CEREVISIAE MAYA TURUNDE TEC1
TRANSKRIPSIYON FAKTORUNUN NTH1 GEN EKSPRESYONUNA
ETKISININ ANALIZi
Selen CAKAS
Biyoloji Anabilim Dah
Tezin Sunuldugu Tarih: 10/11/2017

Tez Damismanai:

Yrd. Dog¢. Dr. Tiilay TURGUT GENC

CANAKKALE



Selen CAKAS tarafindan Yrd. Dog¢. Dr. Tilay TURGUT GENC yonetiminde
hazirlanan ve 10/11/2017 tarihinde asagidaki jiiri karsisinda sunulan “Saccharomyces
cerevisiae Maya Tiiriinde Tecl Transkripsiyon Faktoriiniin NTH1 Gen
Ekspresyonuna Etkisinin Analizi” baslikl1 calisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali'nda YOKSEK LiSANS TEZI olarak

oybirligi/oygoklugu ile kabul edilmistir.

JURI
Yrd. Dog. Dr. Tilay TURGUT GENC
Baskan

Dog¢. Dr. Burhan SEN
Uye

Yrd. Dog. Dr. Neslihan DEMIR ..
Uye

Prof. Dr. Levet GENC
Miidiir

Fen Bilimleri Enstittistu



INTIHAL (ASIRMA) BEYAN SAYFASI

Bu tezde gorsel, isitsel ve yazili bicimde sunulan tiim bilgi ve sonu¢larin akademik ve
etik kurallara uyularak tarafimdan elde edildigini, tez icinde yer alan ancak bu
calismaya 6zgii olmayan tiim sonug ve bilgileri tezde kaynak gostererek belirttigimi

beyan ederim.

Selen CAKAS



TESEKKUR

Tez ¢alismam siiresince benden ihtiyacim oldugunda yardimlarini, bilgi birikimini,
tecriibelerini esirgemeyen maddi ve manevi her daim yanimda oldugunu gosteren degerli
danismanim Yrd. Dog. Dr. Tiilay TURGUT GENC hocama;

Caligmalarim siiresince gece giindiiz demeden yardimlarini esirgemeyen, her zaman
yanimda olup bana destek veren degerli laboratuvar hocalarim; Mehmet Serafettin
SOLAK, Melik GUNAY ve arkadasim Burak SERVILI’ye;

Gerek tez calismam siiresince gerek normal hayatimda bana yardim ve destegini
esirgemeyen, motivasyonumu yiiksek tutan, her daim yanimda oldugunu en giizel sekilde
hissettiren ¢ok degerli hocam Ars. Gor. Nihan AKINCI’ya;

Her zaman bana destek veren, iyi ve kotii her animda yanimda olan, ¢alismalarimiz
boyunca eglenceli bir ortam saglayan benim i¢in son derece degerli canim kardesim ve
dostum Gamze DOGAN’a;

Her daim yanimda olup, maddi ve manevi yardimlarini esirgemeyen, aldigim her
kararlarda beni destekleyip seven degerli aileme basta annem Sevgi CAKAS, babam
Cemallettin CAKAS’a,

Calismalarim boyunca beni destekleyen hayatimin her alaninda benim yanimda olan

sayin Burak COSKUN ve ailesine sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Selen CAKAS
Canakkale, Kasim 2017



Nmol

ATP
CaCl;
cAMP
DNA
Glc
HS-DNA
lac-Z
LiOAc
MAT
mMRNA
Na>COs
NaOH

SIMGELER VE KISALTMALAR

Alfa

Beta

Santigrat derece

Delta Delesyon

Yiizde

Gravity (santrifuj birimi)
Gram

Miligram

Mililitre

Milimolar

Nanomole

Mikron

Mikrogram

Mikrolitre

Dakika

Baz ¢ifti

Kilobaz ¢ifti uzunluk
Kilodalton

Molar

Hidrojen iyonu konsantrasyonu
Adenozin Trifosfat
Kalsiyum Klortir
Halkasal Adenozin MonoFosfat
Deoksiriboniikleik asit
Glukoz

Herringsperm Deoksiriboniikleik asiti
B-Galaktozidaz geni
Lityum Asetat

Maya tipi

Mesajc1 Riboniikleik Asit
Sodyum Karbonat
Sodyum Hidroksit



oD Optik yogunluk

ONPG O-Nitro-Fenil-B-D- Galaktosidaz
PEG Polyetilen Glikol

SDS Sodium dodesil siilfate

TE Tris-EDTA

UDP Uridin Difosfat

URA Urasil Geni

Vi



OZET

SACCHAROMYCES CEREVISIAE MAYA TURUNDE TEC1 TRANSKRIPSiYON
FAKTORUNUN NTH1 GEN EKSPRESYONUNA ETKISININ ANALIZi

Selen CAKAS
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Yrd. Dog. Dr. Tillay TURGUT GENC
10/11/2017, 61

Saccharomyces cerevisiae maya tiiriinde trehaloz, depo karbonhidrati ve stres
koruyucu molekiil olarak rol oynayan bir disakkarittir. Hiicre igerisindeki trehaloz miktari,
biyosentez ve yikim mekanizmalarinin siki bir sekilde kontrolii ile belirli bir seviyede
tutulmaktadir. Trehalozun sentezi trehaloz sentaz enzim kompleksi (TPS) ile yikimi ise
NTH1 geni tarafindan kodlanan trehalaz enzimi ile gergeklesmektedir. NTH1 gen
ekspresyonu farkli transkripsiyon faktorleri ve sinyal yolaklar1 tarafindan kontrol
edilmektedir. Yaptigimiz biyoinformatik ¢aligmalarda NTH1 promotor bodlgesinde farkli
transkripsiyon faktorlerinin baglanma dizileri belirlenmistir. Bunlardan bir tanesi Tecl
transkripsiyon faktorii olup, NTH1 promotoru {lizerinde 5 tane olasi baglanma bolgesi tespit
edilmistir. Calismamizda azot agligi kosullarinda Tecl proteinin NTH1 trankripsiyonuna
etkisi belirlenmeye ¢alisiimistir. Bu amagla yaban tip ve Afecl S. cerevisiae maya
hiicrelerine, NTH1 promotor bolgesini igeren plasmid transform edilerek, farkli azot
kaynaklar1 iceren ortamlardaki NTH1 gen ekspresyon seviyeleri enzimatik yontem ile
saptanmistir. Ayrica yaban tip ve Atec/ maya hiicrelerinde bu kosullarda biriktirilen
trehaloz miktar1 enzimatik yontemle belirlenmistir. Arastirmanin sonunda Atec!
hiicrelerinin igerisinde biriktirilen trehaloz miktar1 yaban tip sus ile karsilastirildiginda,
azot aclig1 kosulunda, trehaloz miktarinda artig oldugu saptandi. Tecl proteini yoklugunda,
NTH1 ekspresyonunda artis meydana geldigi belirlendi. Yapilan ¢alismada Tecl proteini,
NTH1 regiilasyonunda represor olarak gorev aldigi gosterilmektedir. Veri tabanlar1 ve
bilgisayar programlart kullanilmasi ile gerceklestirilen in silico DNA-TF baglanma
modellemesinde, Tecl proteinin NTH1 promotoruna baglanma olasiligimin yiiksek oldugu

belirlendi.
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ABSTRACT

ANALYSIS OF THE EFFECT OF TEC1 TRANSCRIPTION FACTOR ON NTH1
GENE EXPRESSION OF YEAST SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Selen CAKAS
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Biology
Advisor : Assist. Prof. Dr. Tiilay TURGUT GENC
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
Tecl transcription factor and 5 possible binding sites were detected on the NTH1 promoter.
In our study, we tried to determine the effect of Teclp on NTHL1 transcription under
nitrogen starvation conditions. Therefore, NTH1 expression was determined by enzymatic
methods in medium containing different nitrogen sources, in wild-type and Atecl yeast
cells which were transformed with plasmids containing NTH1 promoter region.
Furthermorethe amount of trehalose accumulated in wild type and Atecl yeast cells under
these conditions was determined by enzymatic method. At the end of the study, when the
amount of trehalose accumulated in the Atecl 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 Teclp, it was
determined that NTH1 expression was increased. It is shown that Teclp 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

Teclp to the NTH1 promoter was high.

Keywords: NTH1, Teclp, Trehaloz, Saccharomyces cerevisiae.
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BOLUM 1
GIRIS

Fungi aleminin Ascomycetes sinifi igerisinde bulunan mayalar tek hiicreli 6karyotik
mikroorganizmalardir. Mayalar ¢ok cesitli yasam alanlarinda simbiyotik ya da parazit
olarak bulunabilirler. S. cerevisiae maya susu yiiksek okaryotik organizmalara benzemesi,
bu hiicrelere kiyasla daha az karmasik olmasi, genetik ve molekiiler manipiilasyonlara
daha iyi cevap olusturabilmesi gibi sebeplerden dolay1 6karyotik model organizma olarak
kullanilmaktadir. S. cerevisiae tiim genom dizilimi yapilan ilk mikroorganizmadir.
Tomurcuklanma ile iireyen S. cerevisiae maya hiicreleri oksijen varliginda oksidatif
fosforilasyon ile, oksijen yoklugunda ise alkolik fermentasyon yaparak c¢ogalmaktadir.
Mayalar diger canlilara ait protein ve farmasdtik ajanlarin {iretilmesinde kullanilmaktadir.
Ornegin; insiilin, interferon proteinleri ve hepatit B viriisiiniin kabuk proteinleri mayalar
kullanilarak ftretilmektedir. Mayalarda, yiiksek Okaryotlara benzer Gi, S, G2 ve M
fazlarindan olusan hiicre dongiisii ve intraniikleer ig bulunmaktadir. Lee Hartwell ve
arkadaglariin S. cerevisiae’da hiicre dongiisiinde gorevli gen mutasyonlart ve kanser ile
iligkilerini gosterdikleri ¢aligmalari 2001 yilinda Nobel 6diili almalarini saglamistir. S.
cerevisiae maya hiicrelerinin yaslanma mekanizmasi ile iligkili sistemler yiiksek
Okaryotlardaki sistemlerle benzerlik gostermektedir. Bu nedenle S. cerevisiae maya tiiri,
hiicre ve organizma yaslanmasi ile iliskili ¢alismalarda model organizma olarak
kullanilmaktadir.

Maya hiicrelerinde “Replikatif Yasam Siiresi” ve “Kronolojik Yasam Siiresi” olmak
izere yaslanma ile iligkili iki mekanizma bulunmaktadir (Kaeberlein ve ark., 2007).
Replikatif yasam siiresi, tek bir maya hiicresinin gergeklestirdigi mitotik boliinme sayisi
olarak, kronolojik yasam siiresi ise duragan fazdaki maya hiicrelerinin hayatta kalabildigi

zaman siiresi olarak tanimlanmaktadir (Sekil 1.1.).



Replikatif
Yasam Siiresi

Kronolojik
x Yasam Siiresi

LT

L, { L b

Sekil 1.1. Maya hiicrelerinde replikatif ve kronolojik yasam siiresi (Kaeberlein ve ark.,
2007)

S. cerevisiae maya hiicreleri uygun tireme kosullar1 varliginda glikojen ve trehaloz
karbonhidratlarimi sentezleyerek depolamaktadir. Glikojen, glukoz molekiillerinin o(1-4)
ve o(1-6) glikozidik baglariyla baglanmasi sonucu olusan bir polisakkarit iken, trehaloz
molekiilii iki glukoz molekiiliiniin o(1-1) glikozidik bag1 ile baglanmasi sonucu olusan bir
disakkaritttir. Her iki karbonhidratta enerji kaynagi olarak maya hiicreleri tarafindan
kullanilmakla birlikte, trehaloz molekiilii ¢esitli fizyolojik streslere (oksidasyon, agir
metaller, kuruma ve organik bilesikler vb.) kars1 hiicrelerin korumasinda rol almaktadir
(Franca ve ark., 2007).

Stres kosullarinda trehaloz molekiilii Trehaloz Fosfat Sentetaz (TPS) kompleksi
tarafindan sentezlenmektedir (Francois ve ark., 1997). Stres kosullarinda sentezlenen
trehaloz, ortam kosullarinin normale donmesiyle birlikte, trehalaz enzimi ile hizlica yikilir.
S. cerevisiae maya hiicresinde lokalizasyonuna, diizenleyici sistemlerine ve
fonksiyonlarina gore asidik trehalaz ve notral trehalaz olmak tizere 2 farkl trehalaz enzimi
bulunmaktadir. ATH1 geni (Acid Trehalase 1) tarafindan kodlanmakta olan asidik trehalaz
inter-membranda bulunmaktadir. Bu enzim hiicre dis1 trehalozun pargalanmasindan
sorumlu olup, pH yaklasik olarak 5 degerindeyken optimum aktivite gdstermektedir.

NTHL1/NTH2 genleri (Neutral TreHalase 1,2)tarafindan kodlanmakta olan notral

trehalaz enzimleri ise pH 7.0 degerinde aktif olmaktadir. Nthl proteini sitoplazmada



lokalize olup, stres kosullarinda sentezlenen trehalozun pargalanmasinda gorev almaktadir
(Nwaka ve Holzer, 1998; Elbein ve ark., 2003; Eleutherio ve ark., 2014). Maya
hiicrelerinin erken gelisim evresinde maksimum diizeyde Nthlp aktive edilirken,
hiicrelerin duragan evreye ge¢mesiyle birlikte Nthlp inaktive edilmektedir (Thevelein ve
ark., 1984). Vakuolde lokalize olan Nth2p, Nthlp ile %77 benzerlige sahiptir (Jules ve
ark., 2008). Nth2 proteinin rolii heniiz tam olarak bilinmemekle beraber, Nthl protein
regiilatorii olabilecegi diistiniilmektedir (Nwaka ve ark.,1995a; Nwaka ve Holzer, 1998;
Eleutherio ve ark., 2014).

S. cerevisiae maya tiiriinde NTH1 geni (YDROO1) 4. kromozom iizerinde tek kopya
halinde bulunmaktadir. NTH1 geninin promotorunda bulunan Stress Response Elementleri
(STRE), NTH1 gen aktivasyonu igin gereklidir (Nwaka ve ark., 1995a, 1995b). Stres
kosullarinda gergeklesen NTH1 transkripsiyonu sonucu sentezlenen Nthl enzimi hiicrede
inaktif olarak kalmaktadir. Stres kosullar1 sona erdiginde ise cAMP/PKA tarafindan
fosforlanarak aktif hale gecen Nthlp enzimi, trehalozu hidrolize etmektedir. Farkli stres
kosullarinda aktivasyonu artan NTH1 geninin transkripsiyonel regiilasyonu ve bu
regiilasyondan sorumlu olan transkripsiyon faktorlerinin ¢ogunlugu tam olarak
bilinmemektedir.

TEC1 geni (Transposon Enhancement Control 1) (YBR083W) tarafindan kodlanan
Tecl transkripsiyon faktorii, MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) ve TORC1
(Target of Rapamycine Complex) yolaklarinda gorev almaktadir (Madhani ve ark., 1997;
Briikkner ve ark., 2011). Tecl transkripsiyon faktorii promotor bolgesinde TEA/ATTS
elementlerini iceren genlere baglanarak transkripsiyonlarini diizenlemektedir. Yaptigimiz
biyoinformatik analizde NTH1 geninin promotor bolgesinde, Teclp baglanma dizisi
bulunmaktadir. Veri tabanlar1 ve bilgisayar programlari kullanilmas: ile gergeklestirilmis
olan in silico DNA-TF baglanma modellemesinde, Tecl proteinin NTH1 promotoruna
baglanma olasiliginin yiiksek oldugu gosterilmistir.

Bu nedenle tez calismasi kapsaminda, NTH1 geninin transkripsiyonel regiilatorii
oldugunu diisiindiiglimiiz Tecl transkripsiyon faktoriiniin, NTH1 ekspresyonu {izerindeki
olas1 etkisinin belirlenmesi amag¢lanmustir.

TEC1 gen mutasyonu tasiyan S. cerevisiae maya hiicrelerinde, logaritmik asamada
NTH1 gen ekspresyonun arttigi belirlendi. Bu durum Tecl proteinin, NTH1 gen
ekspresyonunda represor olarak gorev aldigimi gosterdi. Ayrica farkli azot kaynaklar
kullanilarak yapilan calismada kuvvetli azot kaynaginda Afec/ mayalarda trehaloz

birikiminin azaldig1, zayif azot kaynaginda ise arttig1 belirlendi.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Trehaloz Molekiiliiniin Yapisi ve Fonksiyonu

Trehaloz molekiilii, iki glukoz molekiiliiniin Glc al,1 glikolizidik bag ile baglanmasi
sonucu olusan bir disakkarittir. S. cerevisiae maya hiicrelerinde, trehaloz enerji kaynagi ve
stres koruyucu olarak rol oynamaktadir. Trehaloz, yiiksek su tutma ozelligine sahip
oldugundan dolay1 gida ve kozmetik alanlarinda kullanilmaktadir. Anhidrobiyot
organizmalar, yapilarinda bulunan trehaloz molekiilii sayesinde radyasyona, yliksek veya
diisiik sicakliklar gibi ekstrem kosullara karsi yiiksek tolerans gostermektedir (Crowe ve
Koblasz, 1984; Womersley, 1981). In vitro yapilan ¢alismalarda trehalozun hidroksil grubu
ile hiicre zarinda fosfolipitlerin polar bas gruplarinin etkilesime girerek, hiicre zarinin i¢ ve
dis kisminda bulunan su molekiilleri ile yer degistirdigi boylece hiicre zarin stabilitesini
sagladig1 rapor edilmistir (Crowe ve ark., 1984). Farkli mutant S. cerevisiae maya suslari
kullanilarak yapilan ¢aligmalarda trehaloz molekiiliiniin hiicreleri osmotik ve oksidatif
stres, etil alkol konsantrasyonu, donma, yiiksek sicaklik ve kuruma gibi streslere karsi
korudugu belirlenmistir (Coutinho ve ark., 1998; Eleutherio ve ark., 1993a, 1993b, 1997
Mansure ve ark., 1994; Herdeiro ve ark., 2006). Yapilan baska bir ¢alismada, trehaloz
molekiiliintin, oksidatif stres sonucu meydana gelen hasara karsi protein ve lipitleri
koruyarak, hiicrelerin yasam siiresini uzattigi ve fermentasyon kapasitesini arttirdigi tespit

edilmistir (Trevisol ve ark., 2011).

2.2. Trehaloz Sentezi

S. cerevisiae maya tiiriinde, trehaloz sentezi TPS kompleksi (Trehaloz Fosfat
Sentetaz) 1ile gerceklesmektedir. TPS kompleksi Tpslp, Tps2p, Tps3p ve Tsll
proteinlerinden olusan tetramerik bir komplekstir (Trevisol ve ark., 2014). TPS1 geni
tarafindan kodlanan Tpslp trehaloz fosfat sentaz aktivitesine sahip olup UDP-glukozu
kullanarak Glukoz-6-fosfati trehaloz-6-fosfata doniigtirmektedir. TPS2 geni tarafindan
kodlanan Tps2 proteini ise, trehaloz fosfat fosfataz aktivitesine sahip olup trehaloz-6-

fosfat1 trehaloz molekiiliine ¢evirmektedir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Saccharomyces cerevisiae maya tiiriinde trehaloz ve glikojen biyosentez

mekanizmasi (De Silva-Udawatta, 2001)

Tpslp ve Tps2p enzimleri TPS kompleksinin katalitik alt tiniteye sahip alt
tiniteleridir. Diger alt tiniteler, Tps3p ve Tsllp ise diizenleyici alt {initelerini
olusturmaktadir. Tsl1 proteinin, TPS kompleksi i¢inde yapisal bir role sahip oldugu, TSL1
gen ekspresyonundaki degisimin Tpslp aktivitesini etkiledigi belirlenmistir. Tps3 proteini,
Tpslp ile homolog olmasina ragmen enzimatik aktivitesi bulunmamaktadir (Eleutherio ve
ark., 2014; Magalhaes ve ark., 2017). Tps3 proteinin PKA tarafindan fosforlanmasi ile
TPS kompleksinin aktivitesinin  cAMP-PKA yolag:t {izerinden kontrol edildigi
gosterilmistir (Trevisol ve ark., 2014). Yapilan fosfoproteomik ¢aligmada Tps3 proteinin
PKA fosforilasyonu i¢in 4 fosforilasyon motifi icerdigi belirlenmistir (Stark ve ark.,
2010). Tps3 proteinin yoklugunda, Tps1 proteinin aktif olmasi ve baskilanamamasi, Tps3
proteinin trehaloz sentezinin regiilasyonunda énemli oldugunu gostermektedir (Trevisol
ve ark., 2014).

Trehaloz-6-P fosfataz ve Trehaloz-6-Fosfat Sentetaz trehaloz biyosentezinden
sorumlu 6nemli yolaklarda kritik 6neme sahip enzimlerdir. Trehaloz biyosentez yolag:
Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, nematodlarin bazi tiirleri, bitkiler,

bocekler gibi birgok organizmada bulunmaktadir (Kaasen ve ark.,1994; Becker ve



ark.,1996; Behm, 1997; Li ve ark., 2012; Lunn ve ark., 2014;). E .coli bakteri hiicresinde
trehaloz sentaz ve fosfatazi kodlayan otsA ve otsB genleri ile S.cerevisiae’de bulunan
Tpslp ve Tps2p alt {initelerini kodlayan genler yiiksek oranda homoloji géstermektedir
(Kaasen ve ark., 1994).

TPS genlerinin promotor bolgeleri degisken sayida STRE elementleri
icermektedirler (Winderickx ve ark., 1996). Stres kosullarinda S. cerevisiae maya
tiirtinde TPS kompleksinde bulunan proteinlerin aktivitelerinin ve ayni zamanda ilgili
genlerin transkripsiyonlarinin arttigi belirlenmistir (Trevisol ve ark., 2014).

Nthlp ve Tps3p, cAMP/PKA bagimli fosforilasyonu, trehalozun sentez ve yikim
mekanizmalarinin etkin bir sekilde diizenlenmesi ve metabolik olaylarin hizli bir sekilde
ayarlanmasini saglamaktadir. Tpslp, hekzokinaz (Hxk2p) ve hekzoz transport (HXTS)
proteinlerinin aktivitelerini kontrol etmektedir. Trehaloz-6-P tarafindan hekzokinaz
aktivitesinin bloke edilmesi, glukozun glikolitik yolak yerine diger yolaklara girmesine
neden olmaktadir (Sekil 2.1). TPS1 delesyonuna sahip hiicrelerde glikolitik enzimler
etkin olmalarina ragmen glukoz varliginda itireyemedikleri saptanmistir. Bu durum
trehaloz-6-P’in  glikolitik yolun diizenlenmesinde goérev aldigini  gostermektedir
(Deroover ve ark., 2016).

S. cerevisiae maya hiicrelerinde normal iireme kosullarinda (¢evresel stresin
olmadig1 kosullarda) TPS kompleksi olusamaz (Sekil 2.2.). Stres kosullarinda ise TPS
kompleksi olusur ve trehaloz molekiilii sentezlenir. Stres kosullarinin ortadan kalkmasi
ile Tps3p fosforlanir ve Tps2 proteinini baskilar. Tpsl proteini bu kosullarda ¢alismaya
devam etmemektedir. Hiicre ig¢erisinde trehaloz-6-fosfat trehaloza doniistiiriilemedigi igin
konsantrasyonu artmaya baglar. Bu durumda, yiiksek trehaloz-6-fosfat, Tpsl proteinine

baglanarak kompleksin dagilmasina neden olur (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. S. cerevisiae’de normal kosul, stres ve stres sonrasi durumlarda trehaloz

biyosentez regiilasyonu (Trevisol ve ark., 2014)

2.3. Trehaloz Hidrolizi

S. cerevisiae maya hiicrelerinde trehaloz molekiilii, karbon ve enerji kisitlamasina
bagl olarak, dioksik kayma sonrasi duragan asamaya gegerken TPS enzim kompleksinin
aktivitesiyle biriktirilmeye baslamaktadir (Lillie ve Pringle, 1980). Besin ve ¢evresel stres
kosullarinin normale donmesiyle ise hizli bir sekilde trehalaz enzim aktivitesiyle glukoza
hidroliz edilmektedir. S. cerevisiae maya hiicrelerinde asidik trehalazlar ve nétral
trehalazlar olmak iizere trehalozu pargalayan iki farkli trehalaz bulunmaktadir.

Asit trehalaz enzimi ATH1 geni tarafindan kodlanmakta olup, hiicre dis1 trehalozun
yikimindan sorumludur. Athl proteini optimum pH degeri 5.0 oldugu i¢in asidik trehalaz
olarak adlandirilmistir. Yapilan ¢calismalarda Nthl proteinin vakuolde ve hiicre zarinin dis
kisminda (inter-membran) lokalize oldugu belirlenmistir. Hiicre zarinda lokalize olan Athl
proteinin hiicre dis1 trehaloz molekiiliiniin hidrolizinde sorumlu oldugu diisiintilmektedir
(Alizadeh ve Klionsky, 1996). Vakuolde lokalize olan asit trehalazin gorevi bilinmemekle
beraber otofaji ile hiicre icerisindeki trehalozun pargalanmasinda gorev aldig
diistiniilmektedir (Jules ve ark., 2004).

S. cerevisiae maya tiirlinde noétral trehalaz enzimi NTH1 ve NTH2 genleri

tarafindan kodlanmakta olup, aktivitesi igin pH degeri 7.0 oldugundan dolayr nétral



trehalaz olarak adlandirilmaktadir (Nwaka ve Holzer, 1998). Nthlp ve Nth2 proteinleri
sitoplazmada lokalize olup, farkli stres kosullarinda hiicre i¢inde biriktirilen trehalozun
yikimindan sorumludur (Nwaka ve Holzer, 1998). Nthl proteininin homologu olan Nth2
proteininin aktivitesi heniiz tam olarak bilinmemekle bereber, Nth1 proteinin diizenleyicisi
oldugu diistiniilmektedir (Nwaka ve Holzer, 1998).

S. cerevisiae maya tiiriinde hiicre i¢i trehaloz seviyesi birbirine antogonist olarak
calisan enzimlerin aktiviteleri ile diizenlenmektedir. Trehalozun sentezinden sorumlu TPS
kompleksini olusturan genlerin (TPS1, TPS2, TPS3, TSL1) ve yikimindan sorumlu NTH1
geninin transkripsiyonu stres kosullarinda gerceklesmektedir. TPS ve NTH1 gen
ekspresyonu ayni anda ger¢eklesmesine ragmen, sentezlenen Nthlp inaktif olarak
sitoplazmada kalmaktadir. Stres kosullar1 kalktiginda ise TPS ve NTH1 transkripsiyonu
baskilanirken, Nthlp farkli sinyal yolaklar1 tarafindan fosforlanarak aktiflestirilir ve
trehalozu glukoza pargalamaktadir. Bu durum trehaloz metabolizmasinda gorevli
enzimlerin ve ilgili genlerinin ¢evre kosullarina gore siki bir sekilde kontrol edildigini

gostermektedir.

2.4. NTH1 Geninin Yapisi ve Islevi

2.4.1. NTH1 Yapis1 ve Transkripsiyonel Regiilasyonu

S. cerevisiae maya tiirlinde NTH1 (YDROO1) 4. kromozom iizerinde intron igermeyen
bir gendir. Tek kopya olarak bulunan NTH1 geni 2255b¢ (coordinates: chrlV: 452475-
450220) uzunlugundadir. NTH1 geninin promotor bolgesinde STRE elementleri (Stress
Response Element) (5’-CCCCT-3’) bulunmakta olup, stres kosullarinda transkripsiyon
aktivasyonu igin gereklidir (Nwaka ve ark., 1995a, 1995b). Besin agligi, 1s1 stresi, oksidatif
stres, ylksek ozmolarite, diisik pH ve DNA hasarlar1 gibi farkli g¢evresel etkenler
promotorlarinda STRE cis-elementini igeren genlerin ekspresyonuna neden olmaktadir.

Msn2 ve Msn4 proteinleri sirastyla, MSN2 ve MSN4 genleri (Multicopy Suppressor
of SNF1 mutation 2,4) tarafindan kodlanmaktadir. Msn2 ve Msn4 proteinleri C2Hz ¢inko
parmak DNA baglanma motifine sahip transkripsiyon faktorleridir. Yapilan ¢alismalarda
Msn2 ve Msn4 trans-acting faktorlerinin STRE aracili gen ekspresyonunda birincil olarak
gorev aldiklar belirlenmistir (Martinez Pastor ve ark., 1996). Msn2 proteini besin aclig1 ve
diger stres kosullarinda NTH1 promotorundaki STRE dizilerine baglanarak
transkripsiyonunu kontrol etmektedir. Msn2 ve Msn4 proteinlerinin hiicre igindeki
lokasyonu (sitoplazma veya nukleus) fosforilasyon-defosforilasyon mekanizmasi ile

kontrol edilmektedir. Msn2/4 proteinleri {lizerinde; DNA Baglanma Boélgesi (DBD),



niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) ve transkripsiyon aktivasyon bolgesi (TAR)
bulunmaktadir.

Cevresel stres bulunmadiginda, Msn2 ve Msn4 proteinleri sitoplazmada lokalize
olmaktadir. Is1 soku, sorbik asit, oksidatif stres gibi cevresel stresler Msn2/Msn4
proteinlerinin aktif hale ge¢mesini saglar (Gorner ve ark., 2002). Msn2 ve Msn4
proteinlerinin aktivitesi, TOR yolagi, SWI/SNF1 kompleksi, cAMP/PKA sinyal yolagi ve
Proteozom degredasyon yolagi kontrol edilmektedir. cAMP/PKA, Msn2 ve Msn4
proteinlerini fosforlayarak sitoplazmik alana gegisi saglanmaktadir. Ayni1 zamanda yiiksek
cAMP konsantrasyonu ve Torl kinaz yolag ile aktif hale gelen Bmh2 proteini Msn2/Msn4
proteinlerine baglanarak sitoplazmada kalmasi saglanir. Niikleer Snfl kinaz kompleksi
(Snflp/Snf4p/Gal83p), Msn2 ve Msn4 transkripsiyon faktorlerini besin azligi kosulunda
fosforlayarak sitoplazmaya ge¢isini saglamaktadir. Msn2 ve Msn4 proteinlerinin
defosforilasyonunda protein fosfataz 1 enzimi (PP1) gorev almaktadir (De Wever ve ark.,
2005).

2.4.2. Nth1 Protein Yapisi ve Regiilasyonu

Nth1 proteinin 751 amino asit i¢erdigi ve 8588.1 Da molekiiler agirliga sahip oldugu
hesaplanmistir (web kaynakga 1). Notral trehalaz enzimi (E.C.3.2.1.28), glikozit hidrolaz
ailesine ait olup hiicre igi trehalozun [a-D-glucopyranosyl-(1-1)-a-D-glucopyranoside] iki
molekiil glukoza hidrolizinden sorumludur. Farkli stres kosullarinda NTH1 transkripsiyonu
artmasina ragmen, Nthlp aktivitesi gdozlenmemektedir. Stres ortaminin sonlanmasi, sonrasi
Nthl proteini cAMP bagimli PKA tarafindan fosforlanarak aktif hale gecirilmektedir.
Nthlp iizerinde PKA tarafindan fosforlanabilecek olasi 8 amino asit (Serzo, Ser?!, Ser®
Ser®, Ser*”s, Thr®®8, Thr'3®, Thr'#%) bulunmaktadir. Bu amino asitlerin her biri igin yapilan
site-directed mutagenesis ¢alismalarinda trehalaz aktivitelerinde degisiklik gézlenmemistir
(Wera ve ark., 1999). Daha sonra yapilan baska bir calismada ise Ser?®, Ser?!, Ser®® ve
Ser®® fosforlanma bolgelerinin tiimiiniin fosforlandig1 zaman trehalaz aktivitesinin
gorildigi tespit edilmistir (Veisova ve ark., 2012). 14.3.3 proteininin mayadaki
izoformlar1 olan Bmhl ve Bmh2 proteinlerinin, fosforlanan bu dort amino asitin
bulundugu boélgeye baglanarak Nth1 protein aktivitesini arttirdig1 rapor edilmistir (Veisova
ve ark., 2012).

Bmh1 proteini (Brain Modulosignalin Homolog) PKA tarafindan fosforlanan Nthl
proteinine baglanarak enzimin katalitik bolgesinin a¢iga ¢ikmasini ve trehalozun hidrolize

edilmesini saglamaktadir (Sekil 2.3.).



Sekil 2.3. Bmh1 bagimli Nth1 protein aktivasyonu (Macakova ve ark., 2013)

Diger bir protein olan Dcsl proteini (DeCapping Scavenger 1) pirofosfataz
aktivitesine sahip olup Nthl proteinin inhibitériidiir. DCS1 gen mutasyonu tasiyan
mayalarda notral trehalaz aktivitesinin belirli bir seviyede oldugu gozlenmistir. (Schepers
ve ark., 2012). Ayrica Dcsl proteinin, Nthl proteinine baglanmak i¢in Bmhl1 proteini ile
yaristigl, boylece Nthl proteinin fosforlanmasini ve aktif hale gelmesini engelledigi 6ne
stirilmistiir (Schepers ve ark., 2012).

Bmhl proteinin hedefinin fosforlanmig Nthl proteini, Dcsl proteininin ise
fosforlanmamig Nthl proteini oldugu diisiilmektedir. Tiim bu ¢alismalar Bmh1 proteinin
Nth1 proteinin fosforlanmis bdlgesine baglanarak fosfataz enzimlerine karsi Nth1 proteinin
korudugu ve inhibitorlerin baglanmasini engelledigi sonucunu ¢ikarmaktadir. Nth1 proteini
Protein Fosfataz 2A (PP2A) enziminin aktivitesi ile inaktif hale gegmektedir (Sugajska ve
ark., 2001).

2.5. Trehaloz Metabolizmasiniss Kontrol Eden Sinyal Sistemleri

2.5.1. cAMP/PKA Sinyal Sistemi

S. cerevisiae’de  CAMP-protein kinaz A (PKA) yolagi hiicre biiyiimesi,
metabolizmas1 ve stres direncinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. S.
cerevisiae’ da PKA TPK1, TPK2 ve TPK3 (Takashi’s Protein Kinase) genler tarafindan
kodlanan katalitik birim ve BCY1 (Bypass of Cyclic-AMP requirement) geni tarafindan
kodlanan diizenleyici alt birimden meydana gelen tetramerik bir komplekstir. Besin azlig1
durumunda (6rnegin; glukoz azligi) bu katalitik ve diizenleyici alt birimler bir araya
gelerek inaktif PKA kompleksini meydana getirirler. Ancak glukoz miktarinin artmasi
glikolizi aktive ederek, fruktoz 1-6-bifosfat miktarini artirmaktadir. Fruktoz 1-6-bifosfat
miktarindaki artis, Cdc25 (Cell Division Cycle 25) proteininin aktivasyonunu saglayarak,
Raslp/Ras2p GTPaz enzimlerini aktive etmektedir (Peeters ve ark., 2017; Tamaki, 2007).
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Rasl1p/Ras2 proteinleri Cyrl (Cyclic AMP Requirement 1) proteinini aktive ederek, CAMP
olusumunu katalize eder. Cyrlp, Gpal proteini (G Protein Alpha subunit) i¢eren ayri bir
yolak tarafindan aktiflestirilmektedir. cAMP molekiiliiniin Bcyl proteinine baglanmasi ile
tetramer kompleks ¢oziilerek katalitik birimler (aktif PKA) aktif hale getirilir (Sekil 2.4.)
(Santangelo, 2006; Zaman ve ark., 2008).
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Sekil 2.4. cCAMP-protein kinaz A (PKA) yolag: aktivasyonu (Conrad ve ark., 2014)

2.5.2. TOR Sinyal Sistemi

S. cerevisiae maya tiiriinde ¢esitli azot kaynaklarinin algilanmasi, hiicre igerisine
alinmas1 ve hiicresel olaylarda kullanilmas: ile iligkili sinyal yolaklar1 bulunmaktadir. Bu
sinyal yolaklarinin denetimi, sitoplazmik protein kinazlarin aktivasyonu ve metabolik
transkripsiyon faktorlerinin varligr ile saglanmaktadir (Cooper, 2002). S. cerevisiae maya
tiirti tarafindan tercih edilmekte olan azot kaynaklari amonyum tuzlari ve glutamin olup bu
azot bilesiklerinin olmadigi durumlarda S. cerevisiae farkli azot kaynaklarini
kullanmaktadir. S. cerevisiae’ da zayif azot kaynaklari (prolin, iire, y-aminobutyrate) ile

glicliit azot kaynaklarinin (glutamin, asparajin, amonyum) kullanimi ile ilgili gen
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ekspresyonlar1  karsilagtirildiginda, ekspresyon seviyelerinde farkliliklarin  oldugu
gozlenmistir (Scherens ve ark., 2006). Maya iireme ortaminda bulunan azot kaynagmin
miktarina ve kalitesine bagl olarak azot sinyal iletim sisteminin regiilasyonunda sorumlu
genler aktive edilmekte veya baskilanmaktadir.

Besin kullanilabilirligine gore hiicre biiylimesinin diizenlenlenmesinde TOR (Target
of Rapamycine) sinyal yolagmin gorevi bulunmaktadir. S. cerevisiae maya tiiriinde, Torlp
ve Tor2p olmak tizere iki farkli protein kinaz bulunmaktadir. Torlp ve Tor2p rapamisine
duyarli TORCI (TOR Complex 1) olusumuna Kkatilarak hiicre biiyiimesini kontrol
etmektedir. TORCI’de, Torlp ve Tor2p’in yani sira Koglp, Lst8p ve Tco89p
bulunmaktadir. TORCII ise Tor2p, Avolp, Avo2p Avo3p, Bit6lp ve Lst8p tarafindan
olusturulur ve rapamisin ile baskilanamaz. TORC?2, aktin iskelet polarizasyonu yolu ile
spatial (uzamsal) biiyiimeyi diizenlemektedir (Loewith ve ark., 2002; Jacinto ve ark., 2004;
Fadri ve ark., 2005).

S. cerevisiae 'de rapamisin veya azot agligi varliginda TORCI1 inaktivasyonu sonucu,
RTG (Retrograde Response Pathway) ve NDP (Nitrogen Discrimination Pathway) sinyal
yolaklarinda sorumlu genler indiiklenmektedir (Cox ve ark., 2000; Cooper, 2002). TOR
sinyal yolagi, GATA transkripsiyon faktorleri (Gatlp, GIn3p) ve glutamin varliginda
GIn3p, Ure2p araciligi ile azot katabolit baskilamasinin (NCR) regiilasyonunda rol
oynamaktadir (Cooper, 2002). GIn3p, NCR tarafindan indiiklenen genlerin ve SRG
(Starvation-Respond Genes) genlerinin aktiflestirilmesinde goérev almaktadir. Azotun
varligi GIn3 proteininin niikleer lokalizasyonunun belirlenmesini saglamaktadir (Cox ve
ark., 2000).

Giglii azot kaynaginda (glutamin veya amonyum tuzlari) TOR kinazlar, Gln3p’i
fosforlayarak Ure2p/GIn3p-P kompleksinin meydana gelmesine aracilik ederler. Boylece
GIn3 proteininin niikleer lokalizasyonu engellenerek, NCR gen ekspresyonu bloke edilir
(Cox ve ark., 2000) (Sekil 2.5.). GIn3 proteininin fosforilasyonu, Snflp ve TOR tarafindan
olmak tizere 2 farkli sekilde gergeklestirilir. TOR tarafindan fosforile edilen GIn3p
sitoplazmada kalir iken, Snflp ile fosforile edilen GIn3p’nin niikleer alana gegmesi
saglanir (Redkaer ve Fargeman, 2014). Snflp, TORCI kompleksinin alt birimleri olan
Koglp ve Tco89p alt birimlerini uyararak, TORCI’in aktivitesini etkilemektedir (Hallett ve
ark., 2015). Giiglii azot varliginda, Torl kinaz yolu ile aktiflesen Bmh2 proteini Msn2
proteinine baglanarak, bu proteinin sitoplazmada kalmasini saglar (Inoki ve Guan, 2006).
Ayrica Msn2/Msndp transkripsiyon faktorlerinin  sitoplazmadaki lokalizasyonu,

CAMP/PKA tarafindan fosforilasyonuyla da saglanmaktadir.
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Sekil 2.5. Kuvvetli azot kaynaginda TOR sinyal yolagi (Feldmann ve ark., 2012)

Glutamin ve amonyum gibi gii¢lii azot kaynaklarinin yoklugunda ve prolin gibi zayif
azot kaynaklarmin varliginda S. cerevisiae maya hiicreleri, prolin kullanim yolagini
(Proline Utization Pathway-PUP) aktive ederek mitokondride prolinin glutamata
dontigiimiinii saglamaktadir. Glutamat, hiicrede diisiik azot sinyalinin olusumuna sebep
olarak stres ile iliskili yolaklarin aktive edilmesinde rol oynamaktadir. S. cerevisiae maya
tiiriinde diisiik azot kaynag (prolin) ve immiino-baskilayici ila¢ olan rapamisin varliginda
TORCI1 baskilanir. TORC1 baskilanmasi sonucu, Sch9p ve Tap42p fosforilasyonu ortadan
kalkmaktadir. Inaktif Tap42p, Sitdp’e baglanamadigindan dolay: Sit4p aktif hale gelerek,
GIn3 proteinini defosforile eder. Aktif hale gelen GIn3 proteini, sitoplazmadan nukleusa
gecer ve NCR gen ekspresyonunu aktive eder (Sekil 2.6.). Protein fosfataz 1 (PP1) enzimi
tarafindan Msn2/Msn4 proteinleri defosforile edilerek PKA aracili inhibisyonu ortadan
kaldirir. Aktif hale gelen Msn2/Msn4 proteinleri niikleer alana lokalize olarak stres ile

iliskili genlerin aktive edilmesini saglar (De Wever ve ark., 2005; Sadeha ve ark., 2011).
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Sekil 2.6. Zayif azot kaynaginda TOR sinyal yolag: (Feldmann ve ark., 2012)

2.6. TEC1 Geninin Yapisi ve Islevi

NTH1 promotor bolgesinde farkli transkripsiyon faktorlerinin baglanma dizileri
bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi TEA/ATTS DNA-baglanma bolgesine sahip Teclp
(Transposon Enhancement Control 1) transkripsiyon faktoriidiir. Teclp, genellikle Stel2p
(STErile 12) transkripsiyon faktorii ile birlikte ¢alisir. Teclp, ikinci kromozom tizerinde
bulunan TEC1 geni (YBRO83W) tarafindan kodlanmaktadir. Teclp, RNA bagimlh
transpozonlarin pozitif regiilasyonunda gérev yapmaktadir (Conte ve Curcio, 2000).
Sicalik, nem, radyasyon gibi stres kosullarinda hiicrenin stres yanitinin olusturulmasinda
gorev almaktadir (Madhani ve Fink., 1997).

Tecl proteini, TCS (TEA/ATTS Consensus Sequence) elementlerine baglanarak
filamentli tiremeden sorumlu genlerin transkripsiyonlarini indiiklemektedir (Madhani ve
Fink., 1997). Filamentli tiremeden sorumlu Stel2 proteini, Teclp ile dimerik kompleks
olusturarak SWI/SNF kompleksine baglanmaktadir (Madhani ve Fink., 1997; Baur ve ark.,
1997; Lo ve Dranginis, 1998). SWI/SNF kompleksi, glukoz miktarina gore aktive ya da
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inaktive olmaktadir. Tecl transkripsiyon faktorii farkli genler iizerinde aktivatér veya
represor olarak rol oynamaktadir. Tecl transkripsiyon faktoriiniin aktivitesi, glukoz
miktarina gore, SWI/SNF kompleksi {izerinden diizenlenmektedir. Ayni1 zamanda bu
transkripsiyon faktoriiniin aktivitesi besin azlhiginda TOR-SWI/SNF sistemlerinin
koordinasyonu ile saglanmaktadir. Tecl ve Stel2 proteinleri invazif ireme ve pseudohifsel
degisimden sorumludur (Gavrias ve ark., 1996). MAPK sinyal yolagi tiizerinden
Stel2p/Teclp kompleksini aktive edilmektedir. Aktif Stel2p/Tecl proteinleri, Floll
ekspresyonunu indiikleyerek, pseudohifsel gelisim ve invasif {lireme aktivasyonunu
saglarlar.

Diploid S. cerevisiae maya hiicrelerinin pseudohifsel liremesinde ve haploid
hiicrelerin invasif tiremesinde Tecl transkripsiyon faktorii goérev almaktadir (Kim, 2004).
Set3C, transkripsiyonel regiilasyona katilan bir histon deasetilaz kompleksidir. Set3C dizi
homolojisi, mantarlardan memelilere dogru yiiksek oranda benzerlik gostermektedir.
Candida albicans iizerinde yapilan bir ¢alismada Set3C’nin hifsel farklilasmanin
baskilayicisi olarak rol oynadigi ve aktivitesi igin cAMP/PKA sinyalizasyonunun gerekli
oldugu gosterilmistir (Hnisz ve ark., 2010). Set3C, morfogenez ile iligkili genlerde gegici
ifade degisikliklerini modiile etmektedir. Set3C’ye bagimli BRG1, EFG1, TEC1 ve NRG1
diizenleyici devre bulunmaktadir. Bu diizenleyici devrede NRG1 ve EFG1 maya hiicre
fazinda ekspresyonlar1 artarken, TEC1 ve BRG1 hif fazinda ekspresyonlar1 artmaktadir.
Dort transkripsiyon faktorii, birbirine bagl bir ag olusturmaktadir. Bu dort faktoriin hepsi
kendisinden ve diger li¢ faktoriin diizenlemesinden sorumludur (Hnisz ve ark., 2012).

S. cerevisiae maya hiicrelerinde azot a¢ligi, makromolekiil bilesimlerinin degisimine,
glukoz sinyal sisteminin baskilanmasina, Gi fazinin baskilanmasinda, proteinlerin
hidrolizinin artmasina, gliserol sentezlenmesine, fermantasyon kapasitesinin diigmesine ve
tiremenin farklilasmasina neden olmaktadir. TOR (Target of Rapamycin) yolagi azot
acligina karsi olusturulan cevapta 6nemli rol oynamaktadir. Azot aclig1 sonucu olusan stres
kosullarinda Tecl transkripsiyon faktori MAPK ve TOR sinyal yolaklarinin
regiilasyonunda rol oynamaktadir (Briickner ve ark., 2011).

S. cerevisiae hiicresinde tireme fazlarina gore trehaloz miktarinda meydana gelen
degisimler bu Tecl proteinin NTH1 gen regiilasyonunda rol oynadig: diisiindiirmektedir.
Ayrica yasa bagimli olarak hiicre i¢i trehaloz konsantrasyonunun degisim goéstermesi maya
hiicrelerinin kronolojik yasam siiresini uzatmaktadir (Arlia-Ciommo ve ark., 2014). Maya
hiicrelerinde glukoz miktarinin azalmast TOR yolagimi inhibe ederek stres ile iligkili

genleri aktive eder. Glukoz azlig1 ve etil alkol (phantom C kaynagi) varliginda strese karsi
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yanit genleri aktive edilerek kronolojik yasam siiresi arttirilmaktadir. Phantom C
kaynagindan biri olan etil alkol yaslanma mekanizmasini baskilarken, hiicre disarisindan
aliman etil alkol maya apoptotik-benzer yolu aktive ederek yaslanma mekanizmasini
indiiklemektedir (Sekil 2.7.). Tecl transkripsiyon faktorii, MAPK ve TORCI yolaklari
tizerinden kronolojik yasam siiresini artirmaktadir (Campos ve ark., 2017).

NTH1 geninin promotor bolgesi Teclp’nin baglanmasi i¢in gerekli TEA/ATTS
elementi igermektedir. Daha 6nce yaptigimiz in silico ¢alismalarda Tecl transkripsiyon

faktoriiniin NTH1 promotoruna olasi baglanma bolgelerinin modellemesi yapilmistir.

Tr$lialoz
N
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OHAP
‘ NADP? EtOH NADPH
Gliserol l Z‘
Pirlivat —> Asetaldehit Asetat
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Sekil 2.7. S. cerevisiae’ de phantom C kaynaginin (etil alkol) yaglanma tizerine olas1 etkisi

(Arlia-Ciommo ve ark., 2014) (modifiye edilmistir.)
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cahsmada Kullamlan Mayalarin Ozellikleri ve Sahip Olduklar
Mutasyonlar

BY4741 S. cerevisiae maya susu calismada yaban tip maya susu olarak
kullanilmistir. BY4741 maya susunun tim genom dizisi belirlenmis olup, metabolik
yolaklarda gorevli genlerde mutasyon igermedigi bilinmektedir. Calismada kullanilan S.
cerevisiae maya susu ise Y07155 olup, TEC1 geni mutasyonu tagimaktadir. Yaban tip ve
Atecl maya suslarmin genotipleri Cizelge 3.1.’de verilmistir. BY4741 ve Y07155 maya
suslari EUROSCARF (European Saccahromyces cerevisiae Archive for Functional

Analysis) maya koleksiyonundan alinmistir.

Cizelge 3.1. S. cerevisiae maya suslari

S. cerevisiae maya suslari Genotip Kaynak
BY4741 MATa, his3A1; leu2A0; met1540; EUROSCARF
ura3A0
(Yaban tip)
Y07155 MAT a, his3A41; leu2A0, met1540;  EUROSCARF
ura340; YBR083w: kanM X4
(TEC1 Delesyonu)

3.2. Kullanilan Plazmitler

Calisgmada NTH1-lacZ ve SUC2-LacZ gen fizyonu i¢eren YEp plazmitleri kullanildi.
Arastirmada kullanilan pNL1, Profesér Jean Marie Frangois (Institut National Des
Sciences Appliquées, Toulouse, France) tarafindan saglanmistir. pNL1, NTH1-lacZ gen
fizyonuna sahip olup, cesitli biiyiime kosullarina yanit olarak NTH1 promotorunun
aktivitesini belirlemek i¢in kullanilmistir. Bu plazmitler S. cerevisiae hiicrelerinde standart
ve secici iireme kosullarinda stabil olarak kalmaktadir (Liao ve ark., 1993). YEp
plazmitlerinin yapisinda Ori (Escherichia coli replikasyon orjini), LacZ (p-galactosidase
reporter gen), AmpR (ampisilin direng geni), URA3 (maya i¢in seleksiyon marker), 2 ori
(S. cerevisiae replikasyon orjini) bulunmaktadir (Rose ve ark., 1990). NTH1-lacZ gen
fizyonu iceren YEp plazmitinde, 770bp uzunlugunda NTH1 promotor bdlgesi bulunmakta
olup, transkripsiyon regiilasyonu i¢in kontrol bolgeleri bulunmaktadir (Parrou ve Frangois,

1997). SUC2 geni stres ile aktive edilmemektedir. Dolayisiyla SUC2-LacZ YEp plazmiti
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kontrol olarak kullanilmistir.

3.3. Maya Suslarimin Biiyiime Egrileri

BY4741 ve YO07155 S. cerevisiae maya suslart 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) ortamina aktaridi. YNBD-
HLMU kiiltiir ortamindan 48 saat boyunca 2 saatlik siirelerle hiicre 6rnegi alinarak
spektrofotometrede ODeoo absorbans degerleri dlgiildii. Calismanin sonunda BY4741 ve
Y07155 maya suslarinin zamana karst ODeoo degerine karsilik gelen hiicre sayisina bagl
olarak ikilenme siireleri (Doubling Time, Dt) ile spesifik iireme oranlarmin (Specific

Growth Rate, p) grafikleri olusturuldu.

3.4. Plazmitlerin Amplifikasyonu ve Maya Suslarina Hiicrelerine
Transformasyonu

NTH1-LacZ ve SUC2-LacZ YEp plazmitleri MgCl,-CaCl> metodu ile XL1-Blue E.
coli hiicrelerine transforme edildi (Ausubel ve ark.,, 1993). XL1-Blue E. coli
transformantlar Ty*™ (%2,4 Trypton Yeast Extract Agar + Ampisilin (35 mg/ml))
petrilerine aktarildi. Ureme gozlenen transformant E. coli hiicrelerinden tek koloni segimi
yapilarak ampisilin igceren NB (%2,5 Nutrient Broth) besin ortamina aktarild.
Transformant E. coli hiicreleri 37 °C’de yaklasik 16-18 saat inkiibasyona birakildi. Plazmit
saflastirma kiti (Genelet Plasmid Kiti (#K050-Fermentas)) kullanilarak, transformant E.
coli hiicrelerinden NTH1-LacZ ve SUC2-LacZ plazmitleri saflagtirildi. Plazmit
purifikasyonu ile elde edilen plazmitler, TE besin ortaminda son hacim 100 pL olacak
sekilde -20 °C’de sakland.

Calismamizda kullanilan NTH1-LacZ ve SUC2-LacZ gen fiizyonu plazmitleri yaban
tip ile Atecl S. cerevisiae suslarina LIOAC/SS-DNA/PEG metodu kullanilarak transform
edildi (Gietz ve ark., 2002). Yaban tip ve Atecl maya suslar1 50ul YPD (%1 Yeast Extract
+ %2 Pepton + %2 Dextrose) lireme ortaminda 30°C’de 120 rpm/dk hizdaki calkalamali
inkiibatorde 17 saat iiretildi. Hiicreler ODgoo absorbans degeri 0.2 olacak sekilde YPD taze
tireme ortamina aktarilarak logaritmik asamaya (ODego degeri yaklasik 0.8-1.0) kadar
30°C’deki calkalamali inkiibatorde iiretildi. Logaritmik agamadaki 50 ml’lik hiicrelerden
25ml o6rnek almarak 6000 rpm’de 5 dk c¢oktiiriildii (Hettich ZENTRIFUGEN 320R).
Hiicreler saf su ile yikamalar1 yapildiktan sonra 1.5 ml’lik mikrotiiplere aktarildi. 12000
rpm’de 5 dk ¢oktiiriiliip slipernatant kismi atildi. Pellet iizerine 240 ul (50% w/v), 36 ul
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1.0M LiOAc, 5 ul HS-DNA, 3 ul plazmit, 34 pl saf su koyuldu. Hiicre soliisyonu dikkatli
bir sekilde homojen hale gelene kadar karistirildi (BioCote Stuart). Hiicre siispansiyonu 20
dk, 42 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra hiicreler 12000 rpm’de 30 sn ¢oktiiriildii.
Hiicre pelleti iizerine 100 pl saf su i¢erisinde resuspend edildi.

Hiicre pelleti YNBD-HLM urasil igermeyen kat1 besi ortamina gegirildi 30 °C’da 3-5
giin inkiibe edildi. Petrilerde iireme gosteren transformant maya kolonilerinden bir tane
secilerek taze YNBD-HLM kat1 besiyeri ortamlarina ¢izgi ekimleri yapildi ve ayni iireme
kosullarinda tretildi. Transformant maya suslarin1 daha sonra B-Galaktozidaz enzim

aktivite belirlenmesinde kullanild.

3.5. Transformant Maya Suslarimin Ureme Sartlari ve Ornek Alinmasi

S. cerevisiae transformant maya hiicreleri YNBD-HLM siv1 iireme ortamlarinda 120
rpm 30 °C’da bir gece inkiibe edildi. Gecelik maya kiiltiirlerinden bir miktar hiicre taze sivi
tireme ortamina, ODggo absorbans 0,2 olacak sekilde kiiltiir ortamina aktarildi ve inkiibe
edildi. Logaritmik asamaya gelen hiicre kiiltiirlerinden (ODsoo ~ 0,8-1,0) 6rnekler toplandi.
Kalan kiiltiir ortam1 3 esit gruba ayrilarak farkli azot ortamlara aktarildi. Birinci grup
hiicreler prolin bulunduran YN (%0,16 Yeast Nitrogen Base + 2Dextrose + %0,2 Histidine
+ %0,3 Leucine + %0,2 Methionine + % 0,1 prolin) ortaminda, ikinci grup hiicreler son
konsantrasyonu % 0,1 olacak sekilde glutamin igeren YN besin ortaminda, ii¢lincii grup
hiicreler ise amonyum siilfat iceren besin ortaminda 4 saat boyunca inkiibe edildi. Elde
edilen hiicre Kkiiltiirlerinden ©rnek alinarak, P-galaktozidaz enzim yoOntemiyle gen
ekspresyon seviyeleri, Lowry metodu ile hiicre icerisindeki total protein miktar1 saptandi.
Trehalaz enzimatik metod ile hiicre igerisinde biriktirilen trehaloz miktar: saptandi. Tim

deneysel ¢alismalar en az 3 kez tekrar1 yapilarak standart sapma degerleri belirlendi.

3.6. p-Galaktozidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Caligmamizda B galaktozidaz aktivitelerinin hesaplanmasi i¢in ayrilan transformant
maya hiicreleri santrifiij ile ¢oktiiriildii. Elde edilen pelet kismu stresil distile su ile yikandi.
Transformant maya hiicreleri lizerine 0,2 ml breaking buffer (EK 1) eklendi. Daha
sonrasinda hiicre siispansiyonlarina sirasiyla 20 pl %0,1 SDS ve 20 pl Kloroform
eklenerek hiicresel lizatlar olusturuldu. Hazirlanan hiicresel lizatlardan 30 pl alinarak, 970
ul Z-Buffer (Ek 1) igerisine eklenerek 30 °C’da inkiibe edildi. Siispansiyon iizerine
enzimatik aktiviteyi belirlemek i¢in 200 pul ONPG (Z-Buffer igeresinde hazirlanmis

%0,4’lik 2-Nitro-B-D-galactopyranoside) eklenerek, reaksiyonun baslama zamani
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kaydedildi. Renk doniisiimii ile birlikte, 0,5 ml 1M NaxCOz eklenerek enzimatik
reaksiyonunun durdurulma siiresi saptandi. Elde edilen sar1 renkli ¢ozelti OD42o absorbans
degerinde Ol¢limii yapilarak kaydedildi. B-galaktozidaz aktivitelerinin hesaplamasi, -
Galaktozidaz Unitesi dakikada hidroliz edilen nmol ONPG/mg toplam protein olarak
verilmigtir (Ausubel ve ark., 1993; Guarente ve Ptashe, 1981). Transformant hiicrelerin
hiicre igerisindeki total protein miktar1 Lowry yontemi ile belirlendi (Lowry ve ark., 1951).
Hiicresel lizatlar 0,02 ml alinarak 0,18 ml steril distile sui le birlikte siispanse edildi. Daha
sonra oda sicakliginda hiicresel lizatlarin lizerine 1 ml C-Buffer (Ek 1) eklenerek 10 dk,
sonrasinda ise 0,1 ml Folin eklenerek 30 dakika siiresince bekletildi. Reaksiyon sonucunda

meydana gelen mavi-yesil rengin miktar1 spektrofotometrede OD7s0 degeri saptandi.

3.7. Trehaloz Miktarimin Saptanmasi

1997 yilinda Parrou ve Frangois tarafindan gelistirilmis olan metodun kullanilmast
ile normal kosul ve stres kosullar1 varliginda S. cerevisiae maya hiicrelerinde depolanmis
olan trehalozun enzimatik tayini yapildi. Farkli iireme kosullarindan alinan transformant
maya hiicreleri santrifiij edilerek, steril soguk sui le iki defa yikama islemi yapildi.
Hiicrelerin yas agirliklari dlgtilerek tizerlerine 0,25 ml 0,25M Na,COg ¢ozeltisi eklenerek 2
saat sliresince 95-100 °C’da inkiibe edildi. Kaynama bittikten sonra hiicre lizatlarinin
tizerine 0,15 ml 1 M Asetik asit ve 0,6 ml 0,2 M NaOAC eklenildi. Transformant maya
hiicrelerinin igerisinde biriktirilen trehaloz miktarini belirlemek i¢in 1,5mU trehlaz enzimi
(Sigma, 8778) eklenerek 18 saat siiresince 37 °C’da inkiibasyona birakildi. Reaksiyon
sonunda agiga c¢ikan glukoz miktari GOD (Glukoz Oksidaz Peroksidaz) ydntemiyle
belirlendi. Hiicresel lizatlarin iizerine GOD enzimi eklenerek 15 dk siiresince 37 °C’da
inkiibe edildi. GOD yontemi kullanilarak belirlenen ODss46 degerleri, glukoz standardinin
vermis oldugu absorbans degerine gore hesaplanarak, hiicresel lizatlarin igerdigi glukoz
miktar1 glukoz standart ¢ozeltisinin igerdigi glukoz miktarina goére maya yas agirliginin
tizerinden normalize edilerek, miligram hiicre basina biriktirilen mikro gram glukoz (ug

glikoz/mg yas agirlig1) olarak saptandi.

3.8. Biyoinformatik Calismalar

3.8.1. Saccharomyces Genome Database (SGD)

SGD (Saccharomyces Genome Database) veri tabani S. cerevisiae hakkinda
bilgilerin bulundugu kapsamli bir veri tabamidir. S. cerevisiae ve daha yiiksek

organizmalardaki sekans ve gen {irlinleri arasindaki fonksiyonel iliskileri ve bunlarla ilgili
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verileri incelemek i¢in analiz araglari ile birlikte ¢alismaktadir. Yaptigimiz ¢calismada SGD
vasitasi ile, NTH1  geninin  iizerinde  bulundugu  kromozom  belirtildi

(www.yeastgenome.org).

3.8.2. National Center for Biotechnology Information (NCBI)

NCBI, 1988 yilinda kurulmus genis bir veri tabanmidir. BLAST, ENTREZ,
MEDLINE ve OMIM hizmetleri sayesinde biyoinformatik ¢alismalara olanak
saglamaktadir. Calismamizda kullanacagimiz TEA Domain bdlgesine sahip ¢esitli
canlilardaki homolog proteinlerine iliskin blast sonuclar1 NCBI webserver programi

kullanilarak elde edilmistir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.8.3. JASPAR CORE Database

JASPAR CORE veritabani, o©karyotlar i¢in deneysel olarak tanimlanmis
transkripsiyon faktorlerinin olasi DNA baglanma bolgeleriyle iligkili profilleri
icermektedir (jaspar.genereg.net). JASPAR CORE veritaban1 sayesinde Tecl
transkripsiyon faktoriiniin olasti DNA baglanma bolgesi saptandi (Jaspar Core:
IDMAO0406.1)(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 tarafindan gelistirilmekte
olup iicretsizdir. VMD, proteinler, niikleik asitler, lipit tabakali yapilar gibi biyolojik
sistemlerin modellemesi, gorsellestirilmesi ve analizi i¢in tasarlanmistir. VMD, Protein
Veri  Bankast (PDB) dosyalarin1  goriintiileyebilmek  i¢in  kullanilmaktadir
(www.ks.uiuc.edu/Research/vmd).  VMD, molekiillerin  ¢ok ¢esitli  bi¢imlerde
goriintiilenmesi ve renklendirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Bu program vasitas: ile Tecl

proteini lizerindeki DNA baglanma bolgesi gorsellestirildi.

3.8.5. Megasoftware 7.0 (MEGA 7)

Sudhir Kumar ve arkadaglar1 tarafindan 2016 yilinda 7.0 siiriimi gelistirilen ve
ticretsiz sunumu olan bir programdir. Tiirler ve populasyonlardaki DNA ve protein
hizalanmasi, evrimsel benzerlikler ve farkliliklarin saptanmasi gibi kapsamli arastirma
sunmaktadir. Tez ¢alismamizda Tecl proteinin sahip oldugu TEA/ATTS DNA baglanma

bolgesini, farkli fungi tiirleri ve diger canlilarda homolog olan proteinler karsilik gelen
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korunmus sekanslar saptanmistir (Www.megasoftware.net).

3.8.6. I-TASSER ve NPDock Webserverlari

SGD veri tabanindan alinan 486 aminoasitlik Teclp dizisi ve Teclp’nin TEA/ATTS
DNA baglanma bolgesine denk gelen 75 amino asitlik dizisi belirlendi. Iterative Threading
ASSEmbly  Refinement  (I-TASSER)  (zhanglab.ccmb.med.umich.edu/lI-TASSER)
programi, proteinlerin yapi1 ve fonksiyonlarinin tahmini olarak belirlenmesinden
sorumludur. I-TASSER programi ile Tecl proteinin olast 3 boyutlu homoloji modelleri
saptandi. NTH1 promotorunda, Teclp TEA/ATTS-DNA baglanma elementleri 3D-DART
webserver programina gonderilerek pdb formati haline dondstiiriildii. NPDock, RNA-
protein ve DNA-protein kompleks yapilarinin modellenmesi igin kullanilan web
sunucusudur. I-TASSER programindan gelen Pdb dosyalari ile 3D-DART webserver
programindan gelen Pdb dosyalar1 Nucleic acid-Protein Dock (NPDock—Genesilico.pl)
sitesine gonderilerek olasi baglanma modelleri olusturuldu. Elde edilen modeler VMD

(Visual Molecular Dynamics) programi ile gorsel hale getirildi.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Maya Suslarmin Ureme Egrileri (Growth Curve) ve ikilenme Siireleri

Calismada kullanilan maya suslarinin (wt ve Azec! mutant) O/N (bir gece boyunca)
kiltiirlerinden urasil iceren YNB-HLM taze sivi besiyerlere ODsoo degeri 0,2 olacak
sekilde gecirildi ve duragan zamanin ortalarina ulagincaya kadar yaklasik 2 giin 30 °C’de
120 rpm/dk galkalama ile iiretildi. Bu siirenin basindan sonuna kadar her iki saatte bir 1ml
ornek alinarak ODggo absorbans degerleri belirlendi. Yaban tip maya susu i¢in Sekil 4.1.°
de, Atecl maya susu i¢in Sekil 4.2.” verildi. Maya suslarinin ikilenme siireleri ve spesifik
lireme oranlar1 yaban tip maya susu icin Sekil 4.3. ve Atec] maya susu i¢in Sekil 4.4.
verildi.

Mikroorganizmalarin biiyimesi belirli kurallara uymaktadir. Bu nedenle bazi
kosullar altinda inkiibasyon sonunda hiicre sayist ve biyokiitle miktar1 hakkinda tahminde
bulunulabilmektedir. Bakteriler, mayalar ve kiiflerin farkli iireme egrileri bulunmaktadir. S.
cerevisiae maya susunun zamana bagli ODego degerleri saptanmistir (web kaynakga 2).
Spesifik biiylime oran1 (i), birim zamanda toplam hiicre sayisina kiyasla hiicre miktarinda
meydana gelen artistir. Spesifik biiylime hiz1 ne kadar yiiksekse, hiicrelerin biliytime hizida
o kadar yiiksektir. Mikroorganizmalar logaritmik evrede tiissel cogalirlar. Buna gore

logaritmik evredeki mikroorganizma gelisim hizi;

ax _ dN _ S
e uX — = HN N=Hiicre sayisi. 4.2)

Mikroorganizmalarin ikilenme siiresi, hiicre sayisindaki artisin 2 katina ulagmasi i¢in
gecen siire (t) olarak tanimlanmaktadir. Hiicre sayisinin deneysel olarak belirlenmesi zor
olmasindan dolay1 hiicre biiylimesi biyokiitle artis1 olarak hesaplanir (web kaynakca 3).

tD = tl - to (423)
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Denklemin yerine konulursa;

In 2= pu.tD (4.2b)
In2 =p.tD (4.2¢c)
tD = % (4.2d)

u= Spesifik tireme hizi
X= Hiicre konsantrasyonu (g/L)

t= Stire (saat)

Mikroorganizmalarin iireme egrileri ile spesifik iireme hizlarinin baglantisi; Lag
fazda spesifik iireme orani sifirdir. Uyum fazinda siirekli artar. Logaritmik fazda sabittir
(W= tmax). Duragan fazda ise bu oran sifira yakindir.

Buna gore yaban tip maya susunun ikilenme stiresi (doubling time, tD) 2,4440,2 (2
saat 26 dakika+12 dakika) ve spesifik iireme orani (specific growth rate, p) 0,2848 olarak
belirlendi. Mutant maya susunun ikilenme siiresi 2,70+0,2 (2 saat 42 dakika+12 dakika) ve

spesifik iireme oran1 0,2564 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.1. Yaban tip maya susunun iireme grafigi
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Sekil 4.2. Atecl mutant maya susunun tireme grafigi
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Sekil 4.3. Yaban tip maya susundaki ikilenme siiresi ve spesifik lireme oranini
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Sekil 4.4. Atecl maya susunun ikilenme siiresi ve spesifik bilyiime oranini
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4.2 Tecl Transkripsiyon Faktoriiniin NTH1 Gen Ekspresyonuna Etkisi

S. cerevisiae hiicrelerinde NTH1 gen ekspresyonu farkli stres kosullarinda aktive
edilmektedir. Bu aktivasyonda NTH1 promotor bulunan STRE elementlerinin roli
blyliktiir. Msn2/4p transkripsiyon faktorleri, STRE elementlerine baglanarak NTH1
transkripsiyonunun aktivasyonundan sorumludur. Yaptigimiz NTH1 promotor bdlgesinin
biyoinformatik c¢aligmasinda, NTH1 promotorunda farkli transkripsiyon faktorlerinin
baglanabilmesi i¢in cis-elementlerinin bulundugu belirlenmistir.

Analiz sonucunda NTH1 promotorunda, 6zellikle azot agliginda MAPK ve TOR
sinyal yolaklariin diizenlenmesinde rol alan Tec1 transkripsiyon faktoriiniin 5 tane (124-
128 bg (3°-CATTC-5"), 134-138 bg (3’-CATCG-5’), 140-144 bg (3°-CATCG-5’), 429-433
b¢ (3’-CATTC-5") ve 634-638 b¢ (3°’CATCG-5)) baglanma dizisinin bulundugu tespit
edildi. Tecl proteinin NTH1 transkripsiyonuna etkisini belirlemek i¢cin NTH1-LacZ gen
flizyonu igeren yaban tip ve Atecl transformant maya hiicreleri logaritmik asamaya kadar
YNBD-HLM iireme ortaminda liretildi ve hiicreler farkli azot kaynaklarina gecirilmeden
once kiiltiirden 6rnekler alinarak NTH1 gen ekspresyon seviyesi beta-galaktozidaz enzim
aktivitesi Olgiilerek belirlendi. Beta galaktozidaz enzim iinitesi 1 dakika icerisinde 1mg
total proteinde hidrolize edilen nanomol ONPG miktar1 olarak hesaplandi. Elde edilen
sonuclar Cizelge 4.1.’de verildi.

Yaban tip maya hiicrelerinde beta galaktozitaz seviyesi 76,8+8,6 tinite, Afec! maya
hiicrelerinde ise 551,6+10,1 {inite olarak belirlendi. Mutant maya hiicrelerinde NTH1

transkripsiyonunda yaklasik 7 kat artig gozlendi.

Cizelge 4.1. Stressiz kosullarda Tecl proteinin NTH1 transkripsiyonuna etkisi

Gen Fizyonu Ortalama beta- galaktosidaz aktivitesi (=SD)*
Yaban Tip Atecl

NTH1-LacZ 76,8+8.6 551,6<10,1

SUC2-LacZ 0,4+0,0 0,5+0,0

* B-galaktozidaz tinitesi nmol ONPG/dak/mg protein

+SD: standart sapma
Bu durum normal sartlarda g¢evresel stresin olmadigi, karbon ve azot kaynaginin

yeterli oldugu durumda, Tecl proteinin NTH1 transkripsiyonu i¢in gerekli oldugunu

gostermektedir.
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S. cerevisiae maya tiirii glukoz, galaktoz vb. gibi farkli fermentatif karbon
kaynaklarini kullanabilmekte olup oncelikli olarak glukozu tercih etmektedir. Glukoz
karbon kaynaginda alternatif karbon kullanimi i¢in gerekli tiim genler baskilanmaktadir.
Bu durum mayalarda glukoz baskilamasi (Glucose Repression) olarak bilinmektedir.

S. cerevisiae maya tiiriinde sukrozun hidrolizinden sorumlu olan invertaz enzimi igin
kodlu SUC2 gen ekspresyonuda glukoz baskilamasina ugramaktadir (Ronne, 1995). SUC2
geninin transkripsiyonel regiilasyonunda karbon kaynagi ve miktar1 etkin role sahipken,
azot miktar1 veya kaynaginin etkisi olmadigi bilinmektedir. Bu nedenle ¢aligmamizda
SUC2 promotorunu tasiyan plazmit kontrol amag¢lh kullanilmistir. NTH1-LacZ fizyonu
iceren maya suslari ile yapilan tiim c¢alismalar SUC2-LacZ fizyonu tasiyan yaban tip ve
Atecl maya suslarinda tekrar edilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.1.’de verilmistir.
Yaban tip maya susunda beta galaktozidaz aktivitesi 0,440,0 {inite, 4tecl maya susunda ise
0,5+0,0 tinite olarak belirlendi.

4.3. Farkh Azot Kaynaklarimin NTH1 Gen Ekspresyonuna Etkisi

S. cerevisiae maya hiicrelerinde NTH1 gen ekspresyonu TOR sinyal yolagi iizerinden
kontrol edilmektedir. NTH1 promotorunda bulunan STRE dizilerine baglanarak NTH1
transkripsiyonunu  Msn2/4  proteinleri  aktive etmektedir. Msn2/4 transkripsiyon
faktorlerinin aktiviteleri ise cAMP/PKA ve TOR sinyal yolaklart ile kontrol edilmektedir.
Kuvvetli azot kaynaginda TOR sinyal yolu aktifleserek Msn2/4 transkripsiyon
faktorlerinin sitoplazmaya ge¢gmesini ve inaktif olarak kalmasini saglar. Boyle NTH1 gen
ekspresyonu aktiflestirilemez.

Diisiik azot kaynaginda ve rapamisin varliginda Torl kinaz inaktiflesir ve Msn2/4
proteinleri nukleusa gecerek NTH1 geni gibi promotorlarinda STRE igeren genlerin
transkripsiyonlarini aktive eder. Bu nedenle oncelikli olarak ¢alismamizda yaban tip maya
hiicrelerinde kuvvetli ve zayif azot kaynaklarinda NTH1 gen ekspresyon seviyeleri
belirlendi.

Caligmamizda yaban tip maya hiicreleri YNBD-HLM iceren ilireme ortaminda
logaritmik agamaya (ODeoo= 0,8-1,0) kadar {iretildi. Birinci kistmdaki maya hiicreleri ayni
kosul maya kiiltiirleri 3 esit pargaya boliinerek, birinci grup aym sartlarda 4 saat iiremeye
birakildi. Tkinci ve iigiincii parcalar ise ¢oktiirelerek topland: ve steril soguk su ile yikandi.
Ikinci pargadaki maya hiicreleri glutamin igeren {ireme ortamina, iiiincii grup ise prolin
igeren lireme ortamina gegirilerek 4 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda amonyum siilfat,

glutamin ve prolin azot kaynaklarini igeren hiicre kiiltiirlerinde B-galaktozidaz enzim
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aktivitesi belirlendi. Tim deneyler en az ii¢ tekrarli olarak yapildi ve standart sapma
degerleri hesaplandi. Tiim deneylerde standart sapma degerleri %20°nin altinda bulundu.

Yaban tip maya susunda kuvvetli (amonyum siilfat ve glutamin) ve zayif (prolin)
azot kaynaklarinda elde edilen NTH1 gen ekspresyon seviyeleri Cizelge 4.2.’de verildi.
Ayrica SUC2-LacZ gen fizyonu igeren yaban tip maya susunda da farkli azot
kaynaklarinda SUC2 gen ekspresyonu belirlenerek Cizelge 4.2.’de sunuldu.

Transformant maya hiicreleri logaritmik asamaya kadar ve sonrada 4 saat siiresince
amonyum siilfat iceren iireme ortaminda iretildi. Bu ortamda Olgiilen B-galaktozidaz
degerleri 150+2,8 {inite belirlendi. AS iceren ortamdan glutamin iceren ortama gecirilen
yaban tip maya hiicrelerinde NTH1 transkripsiyonun yaklasik 2 kat, prolin i¢eren ortama
gecirilen maya hiicrelerinde ise yaklasik 5 kat artma gozlendi. Prolin igeren iireme
ortaminda [-galaktozidaz enzim aktivitesi 626+14,6 iinite, glutamin igeren iireme
ortaminda B-galaktozidaz enzim aktivitesi 289,34+6,6 {inite olarak hesaplandi. Zayif azot
kaynaginda Tor sinyal sisteminin baskilanmasi ve Msn2/4 proteinlerinin  NTH1
transkripsiyonunu 5-6 kat arttirdigi belirlendi. G6zlenen bu durum beklenen bir sonug olup

literatiir ile de uyumludur.

Cizelge 4.2. Farkli azot kaynaklariin NTH1 gen ekspresyonuna etkisi

Gen Fizyonu Ortalama beta- galaktosidaz aktivitesi (+SD)*
Amonyom Siilfat 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

* B-galaktozidaz tinitesi nmol ONPG/dak/mg protein

+SD: standart sapma

SUC2-LacZ gen fizyonu igeren yaban tip maya hiicrelerinde farkli azot
kaynaklarinda 6l¢iilen B-galaktozidaz enzim aktiviteleri Cizelge 4.2.’de verildi. Farkli azot

kaynaklarmin SUC2 promotor aktivasyonunda etkili olmadig1 goriilmektedir.

4.4. Tecl Transkripsiyon Faktoriiniin Farkhh Azot Kaynaklarinda NTH1
Transkripsiyonuna Etkisi

S. cerevisiae maya tiiriinde TEA transkripsiyon faktorii Teclp, farkli besinlere ve
feromonlara kars1 olusturulan cevapta gorev almaktadir. Tecl proteininin stabilitesi TOR

sinyal yolag: iizerinden saglanmaktadir. Yiiksek miktarda rapamisin uygulamast TOR
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sinyal yolaginin baskilanmasi ve hiicrelerin G1 sathasinda durmasina neden olurken, diistik
dozda uygulanan rapamisin filament olusumunu engelleyerek mayanin kronolojik yasam
stiresini uzatmaktadir (Barbert ve ark., 1996; Powers ve ark., 2006). TOR sinyal yolaginda
gorev alan Sch9 protein kinazin replikatif yasam uzunlugunu ve kronolojik yasam
uzunlugunu kontrol ettigi bilinmektedir (Kaeberlin ve ark., 2005). Tecl transkripsiyon
faktorii G siklinlerin aktivatoriidiir ve Gi siklinler besin acliginda baskilanmaktadir.
Ayrica Tecl proteini kronolojik yasam uzunlugunu kontrol etmektedir (Briickner ve ark.,
2011).

S. cerevisiae maya tiiriinde trehaloz miktarmin hiicre dongiisiiniin G1 safhasinda
kalma stiresiyle dogru orantili olarak arttigi belirlenmistir (Paalmen ve ark., 2003). TOR
sinyal sisteminin inhibisyonu CIn3p translokasyonunu azaltarak Gi’de durmasini ve depo
karbonhidratlar1 biriktirmesini saglamaktadir. Besin miktarina ve ¢esidine gére TOR sinyal
yolagi Sch9 iizerinden Teclp aracili@iyla hiicre dongiistinii kontrol etmektedir. Bu nedenle
calismamizda Tecl transkripsiyon faktoriiniin TOR sinyal sistemine bagli olarak NTH1
gen ekspresyonuna etkisi belirlendi. Bu amacla Atecl maya hiicreleri Bolim 4.3.°te
aciklandig1 gibi yaban tip maya hiicreleri gibi iiretilerek B-galaktozidaz enzim aktiviteleri

belirlendi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3.’de gosterildi.

Cizelge 4.3. Tecl proteinin farkli azot kaynaklarmin NTH1 gen ekspresyonuna etkisi

Gen Fizyonu Ortalama beta- galaktosidaz aktivitesi (=SD)*
Amonyom Siilfat 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

* B-galaktozidaz tinitesi nmol ONPG/dak/mg protein

+SD: standart sapma

Zayif azot kaynaginda iretilen Atecl maya hiicrelerinde (1177,7+42,0) B-
galaktozidaz enzim aktivitesinin, glutamin azot kaynaginda iretilen hiicrelerden
(995,6+138,8) farkli olmadig1 gozlendi. Prolin ve glutamin igeren ortamda iretilen mutant
maya hiicrelerinde NTH1 gen ekspresyonunun degismedigi tespit edildi.

Amonyum siilfat ve glutamin maya hiicreleri i¢in kuvvetli azot kaynagi olmasina
ragmen, NTH1 ekspresyonunun amonyum siilfat iceren ortamda {iiretilen mutant maya
hiicrelerinde yaklagik 2 kat azaldigi belirlendi. Amonyum siilfat igeren ortamda iiretilen

maya hiicrelerinde beta galaktozidaz enzim aktiviteleri 534,2+56,2 iinite olarak ol¢iildii.
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S. cerevisiae maya hiicrelerinde azot sinyal sistemleri azot transport sistemleri ile
birlikte calisir. Hiicre disindaki azot kaynaginin g¢esidine ve miktarina gore farkli sinyal
transport sistemleri gorev almaktadir. Amonyum ve glutamin igeren ortamlarda gézlenen
NTH1 transkripsiyon farkli transport mekanizmasi ile ilgili olabilir.

Farkli azot kaynaklarmin yaban tip ve Atecl maya hiicrelerinde olgiilen NTH1
ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda, genel olarak Tecl proteinin yoklugunda NTH1
transkripsiyonun 2 ile 4 kat arasinda artis oldugu tespit edildi. Zayif azot kaynaginda Atecl
maya hiicrelerinde NTH1 ekspresyon seviyesinin (1177,7+42,0 iinite), yaban tip maya
hiicresindeki NTH1 ekspresyon seviyesinden (626+14,6 {inite) 2 kat fazla oldugu, benzer
sekilde glutamin iceren ortamda Atecl maya hiicresinde 3 kat fazla oldugu goriildii. Yaban
tip maya hiicrelerinde zayif azot kaynaginda, NTH1 ekspresyonu kuvvetli azot
kaynaklarindan 2 ile 7 kat fazladir (Cizelge 4.2.). Ancak Atecl maya hiicrelerinde, prolin
iceren ortamda ve glutamin iceren ortamda NTH1 gen ekspresyonunda degisim
gozlenmemistir. Bu durum Tecl proteinin NTH1 gen ekspresyonunun diizenlenmesinde
represOr olarak gorev aldigini gostermektedir.

SUC2-LacZ gen fizyonu tasiyan Atecl maya susunda farkli azot kaynaklarinda SUC2

promotorunun aktive olmadig tespit edildi (Cizelge 4.3).

4.5. Tecl Transkripsiyon Faktoriiniin Hiicre ici Trehaloz Birikimine Etkisi

S. cerevisiae 'de TPS1 promotor bolgesinde STRE dizileri bulunmakta olup, cesitli
stres kosullarinda aktive edilmektedir. TPS1 promotor bolgesi farkli transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasi icin gerekli elemetler bulunmaktadir. Bu transkripsiyon faktorleri
araciligiyla TPS1 gen ekspresyonu regiile edilmektedir. S. cerevisiae maya hiicrelerinde
stres kosullar1 varliginda TPS kompleksi aktif hale getirilerek, trehaloz molekiilii sentezi
gerceklestirilir.

Calismamizda Tecl transkripsiyon faktoriiniin hiicre i¢i trehaloz birikimini
belirlemek i¢in, NTH1 LacZ gen fizyonu igeren yaban tip ve mutant transformant maya
hiicreleri logaritmik faza kadar YNBD-HLM besin ortaminda iiretildi. Hiicreler farkli azot
kaynaklarmin bulundugu kiiltiir ortamlarina gegirilmeden Once 6rnek alinimi yapilarak
hiicre i¢i trehaloz miktar1 saptandi. GOD yontemi kullanilarak belirlenen ODss6 degerleri,
glukoz standardinin vermis oldugu absorbans degerine gore hesaplanarak, hiicresel
lizatlarin icerdigi glukoz miktar1 glukoz standart ¢6zeltisinin icerdigi glukoz miktarina
gore maya yas agirliginin tizerinden normalize edilerek, miligram hiicre basina biriktirilen

mikro gram glukoz (ug glikoz/mg yas agirlig) olarak saptandi. Elde edilen veriler Cizelge
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4.4.de verildi.

Yaban tip maya hiicrelerinde hiicre i¢i trehaloz miktar1 277,4+56,8 ng glukoz/mg yas
agirhigi, Atecl maya hiicrelerinde 27,2+16,0 pg glukoz/mg yas agirligi olarak saptandi.
Yaban tip maya susu ile karsilastirildiginda, Atec/ maya susunda hiicre i¢i trehaloz

miktarinda 10 katlik bir azalma gozlemlendi.

Cizelge 4.4. Stressiz lireme kosulunda Tecl proteinin hiicre i¢i trehaloz birikimine etkisi

Gen Fizyonu Hiicre i¢i trehaloz miktari (£SD)*
Yaban Tip Atecl

NTH1-LacZ 277,4+56,8 27,2+16,0

SUC2-LacZ 775+88 281+22

*ug glukoz/mg yas agirlig
+SD: Standart sapma

NTH1-LacZ gen fizyonu igceren maya suslar ile ilgili yapilan tiim ¢aligmalar SUC2-
LacZ gen fizyonu iceren yaban tip ve Atecl maya suslarinda tekrar edilmistir. SUC2-LacZ
gen fizyonu iceren transformant maya suslarina iligkin hiicre i¢i trehaloz miktarlar1 Cizelge
4.4.°de gosterilmektedir. Yaban tip maya susunda hiicre i¢i trehaloz miktar1 775488 pg
glukoz/mg yas agirhigi, Atecl maya susunda ise 281+22 pg glukoz/mg yas agirligi olarak

saptandi.

4.6. Tecl Transkripsiyon Faktoriiniin Farkli Azot Kaynaklarinda Hiicre Ici
Trehaloz Birikimine EtKisi

S. cerevisiae’de trehaloz metaboliti dioksik kayma sonrasi duragan faza gecerken
depolanmaktadir. Kuvvetli azot ve glukoz varliginda, TOR ve PKA sinyal yolaklar
tizerinden Msn2/Msn4 proteinlerinin  fosforile edilerek sitoplazmada kalmasi
saglanmaktadir. Msn2/Msn4 proteinleri, STRE elementlerine baglanamamasindan dolayi,
stres ile iliskili genler inhibe edilmektedir. Dolayisiyla uygun ilireme kosulu varliginda
stres sinyali olusmadigindan dolayr bazal seviyede trehaloz sentezi gerceklesmektedir.
Diisiik azot kaynagi (Prolin) varliginda, Torl kinaz baskilanarak Msn2/Msn4 proteinlerin
defosforilasyonu saglanir. Aktive edilen Msn2/Msn4 proteinleri nukleusa gegerek strese
cevap genlerini aktive eder. Cevresel stres kosullarinda TPS kompleksi aktiflestirilerek,
hiicre i¢i trehaloz miktarr arttirilir.

Calismamizda yaban tip ve Atecl maya hiicreleri YNBD-HLM iireme ortaminda
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logaritmik asamaya kadar iiretildi. Ayn1 kosul maya kiiltiirleri 3 esit gruba ayrildi. Birinci
grup ayni iireme sartlarinda 4 saat inkiibasyona birakildi. Ikinci ve {i¢iincii gruplar ise
santrifiij edilerek, steril soguk su ile yikama islemi yapildi. Ikinci grup maya hiicreleri
glutamin igeren ilireme ortamina, {i¢iincii grup ise prolin i¢eren iireme ortamina aktarilarak
4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyon sonunda amonyum siilfat, glutamin ve
prolin azot kaynaklarini iceren ilireme kiiltlirlerinde hiicre i¢i trehaloz miktar1 saptandi.
Tim deneyler en az 3 kez tekrar edilerek, standart sapma degerleri hesaplandi.Yaban tip ve
Atecl maya susunda kuvvetli (amonyum siilfat ve glutamin) ve zayif azot (prolin)
varliginda elde edilen hiicre i¢i trehaloz miktarlar1 Cizelge 4.5.”de gosterildi.

NTH1-LacZ gen fizyonu iceren transformant maya hiicreleri logaritmik asamaya ve
sonrasinda da 4 saat amonyum siilfat igereniireme ortaminda inkiibe edildi. Bu kosulda
saptanan hiicre i¢i trehaloz miktar1 yaban tip maya susunda 277,44+56,8 pg glukoz/mg yas
agirligl, Atecl maya susunda ise 27,2+16,0 pg glukoz/mg yas agirligl seviye saptandi.
Amonyum siilfat iceren ortamdan glutamin bulunan kiiltiir ortamina aktarilan yaban tip
maya hiicrelerinde hiicre i¢i trehaloz miktarinda 1,5 kat bir azalma gozlenirken, Atecl
maya hiicrelerinde yaklasik 2 katlik bir arts goézlenmektedir. Amonyum siilfat iceren
ortamdan prolin kiiltiir ortamina gegirilen yaban tip maya hiicrelerinde hiicre igi trehaloz
miktarinda 2 kat artis gozlenirken, Atecl maya hiicrelerinde ise yaklasik 30 kat bir artig
gbzlenmektedir. Amonyum siilfat varliginda firetilen yaban tip maya susunda hiicre i¢i
trehaloz miktar1 472,8+76,8 ug glukoz/mg yas agirligi, Atec/ maya susunda ise 617,4+5,4
ng glukoz/mg yas agirligt olarak belirlendi. Glutamin varliginda yaban tip maya
hiicresinde 173,5+27,1 ng glukoz/mg yas agirhigi, Atecl maya susunda ise 47,4+12,1 ug
glukoz/mg yas agirlig1 olarak saptandi. Prolin igeren iireme kosulu varliginda yaban tip
maya hiicresinde 656,1+2,6 pug glukoz/mg yas agirlhigi, Atecl maya susunda ise 802,2+3,7
ng glukoz/mg yas agirligs seviye belirlendi. Elde edilen veriler Cizelge 4.5.’de gosterildi.
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Cizelge 4.5. Tecl proteinin farkli azot kaynaklarinin hiicre i¢i trehaloz birikimine etkisi

Gen Fizyonu Hiicre i¢i trehaloz miktar1 ( £SD)*
Maya Suslari Amonyom Glutamin Prolin
Siilfat
Yaban tip 472,8+76,8 173,5+27,1 656,1+2,6
NTH1-LacZ
Atecl 617,454 47,4+12,1 802,2+3,7
Yaban tip 1794+396 319443 2344+198
SUC2-LacZ
Atecl 1980+270 135495 1550+26

*ug glukoz/mg yas agirlig
+SD: Standart sapma

NTH1-Lacz gen fiizyonu igeren yaban tip ve Atecl maya suslarinda hiicre igerisinde
biriktirilen trehaloz miktarlar1 karsilastirildiginda, normal kosul varliginda Atecl maya
susundaki trehaloz birikiminde 10 katlik bir azalma oldugu saptandi. Amonyum siilfat
kiiltiir ortaminda ise, yaban tip maya susu ve Atecl maya susunda trehaloz birikiminin
birbirine yakin degerler oldugu belirlendi Ayrica azot uygulamasi (prolin ve glutamin)
sonuglarina gore Atecl maya susunda zayif azot kaynagi variginda biriktirilen hiicre i¢i
trehaloz miktari, yliksek azot kaynagina oranla 17 kat fazla oldugu gdzlemlendi.
Dolayisiyla maya hiicreleri azot stresini algilayarak hiicre i¢i trehaloz miktarini arttirdigi
saptandi.

SUC-LacZ genfiizyonu igeren transformant maya hiicreleri logaritmik asamaya kadar
tiretildi. Daha sonra AS igerisinde iiretilen maya kiiltiirleri 3 gruba ayrilarak farkli azot
kaynaklar1 iceren (gulutamin, prolin ve AS) lireme ortamlarinda 4 saat siiresince {iretildi.
Inkiibasyon sonunda farkli azot kaynaklari bulunan iireme ortamlarindan &rnekler
toplanilarak hiicre i¢i trehaloz birikimleri belirlendi. AS iceren iireme ortaminda hiicre igi
trehaloz miktar1 yaban tip maya susunda 17944396 ng glukoz/mg yas agirhigi, 4Atecl maya
susunda ise 1980+270 pg glukoz/mg yas agirhigi olarak belirlendi. Kuvvetli azot kaynagi
varliginda tiretilen yaban tip maya susunda 319+43 ng glukoz/mg yas agirligi , Atecl maya
susunda 135495 pg glukoz/mg yas agirligr saptandi. Zayif azot kaynag tireme kosulunda
yetistirilen yaban tip maya susunda hiicre ici trehaloz miktar1 2344+198 pg glukoz/mg yas
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agirligi iken, Atecl maya susunda ise 1550426 pg glukoz/mg yas agirligi olarak belirlendi.
Elde edilen veriler ¢izelge 4.5.’de gosterildi.

Aynm1 zamanda SUC2-LacZ gen fizyonu iceren yaban tip ve Atecl maya
hiicrelerindeki farkli azot kaynaklarinda biriktirilen hiicre i¢i trehaloz miktar1 saptanarak
Cizelge 4.5.’da verildi. SUC2-LacZ gen fiizyonu igeren transformant S. cerevisiae maya
suslar1 (yaban tip ve Atecl) karsilastirildiginda, stres 6ncesi durumda Atecl maya susunda
trehaloz birikiminde yaklasik 3 kat azalma oldugu belirlendi. Amonyum siilfat kiltiir
ortaminda, yaban tip ile karsilastirildiginda Atecl maya susunda trehaloz birikiminde artma
oldugu ortaya koyuldu. Zayif azot (prolin) uygulamasinda yaban tip ile karsilastirildiginda
Atecl maya susunda trehaloz birikiminin yaklasik 1,5 kat azaldigi ortaya koyuldu.
Kuvvetli azot (glutamin) uygulamasi varliginda Atecl maya susunda yaklasik 2 kat azalma

oldugu gozlemlendi.

4.7. Tecl Transkripsiyon Faktoriiniin NTH1 Promotoruna in silico Baglanma
modeli

Tecl transkripsiyon faktorii, invasif biliylimeden kaskadinda gorev alan genlerin
diizenlenmesinde yer alan homeodomain ailesinin bir iiyesidir. Tecl proteini, Helix-Turn-
Helix  DNA  motifine  sahip  olup,  TEA/ATTS  konsensus  dizisine
((A(G/CIT)C(G)AT(A)TC(G)C(T)C(T/G/A)) sahip genlerin promotorlarina baglanarak
ekspresyonlarini regiile ederler. Tecl transkripsiyon faktdriiniin DNA baglanma bdolgesi
(ID MA0406.1) JASPAR CORE veritabani vasitasiyla tespit edildi (Sekil 4.5.). NTH1
promotor bolgesinde Teclp baglanmasi icin TEA/ATTS elementi icermektedir. Bu
nedenle calismamizda Tecl transkripsiyon faktoriiniin NTH1 promotoruna baglanmasinin

in silico modellemesi yapilmustir.
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Detailed information of matrix profile MA0406.1

# Home - Matrix> MAD4DH

Profile summary
Name!
Matrix 1D:
Class:
Family:
Collection:
Taxon:
Species!
Data Type:
Validation:
Uniprot ID:
Pazar TF:

TFBSshape ID:

TEC1

MAD406.1

PBM, CSA and/or DIP-chip
19111667

P13412

Sequence logo

CATTGs.

Frequency matrix

Al 52
cl 7
e[ 34

TI 7

& JasPaR & TRANSFAC m & RAW PFM

0 100 3 0 o o 10

ok 0 0 0 a1 68 47

TFencyclopedia IDs:

Sekil 4.5. Tecl transkripsiyon faktoriiniin olast DNA baglanma bolgesi (Jaspar Core: 1D

MAO0406.1)

Calismada SGD ( Saccharomyces Genome Database ) veri tabanindan alinan 1000

b¢ uzunlugundaki NTH1 promotor bolgesi kullanildi. NTH1 promotoru (3'—5') ve

potansiyel Teclp baglanma bolgeleri gosterilmisti. NTH1 promotoruna olast Teclp
baglanma bolgeleri sirast ile 124-128 bg (3’-CATTC-5"), 134-138 bg (3’-CATCG-5),
140-144 bg (3°-CATCG-5"), 429-433 bg (3’-CATTC-5") ve 634-638 bg (3’CATCG-5") dir

(Sekil 4.6.).

1 TATTCTGGAGCAATGATGTGGTTAGCACAAATCTTTAAGGTCTTGTCTCTTCTCATCAAT
61 ATTCTAACCTTGTTAGTCTTTTTGTTCTTCAAGAACTTACAGTCACCAGTACCTCTTTCT
121 TTCCATTCCTTGGCATCGGCATCGAATCTGAAAAGCTTGGCTCTGACCTTGTAAAGAACT
181 TCTTCGTCTTCTTCCATTGTCTTAACATCTACCTTTTCCAGGTGAACCACTGGTTCAAAA
241 TGGATATCTGGTGATTCTGGAGCATCATCACCTTCCTTCTTGGTTTCCTCCTTGGTATCT
301 TCTTCGTCTTTCTTGGTTTCTGGCTTTTCGGCCTTCTTACCACCAAACATGGAGAAGACA
361 GCAGAGGATGGTGGCTTTGGAGCAGCCTCTTCCTTCTTGTCGACGACAGGTTTCTTATCT
421 TCGCTAGACATTCTTTTTCTATAGTTGTGTTTATCTTCTTGCTTTTATTTCAAATTAAAC
481 AAGATCTTTCTTCTTTCTCCAATTGAATATCAATTTCATCATCAGATTTTAGTTTCTGTT
S41L TTATTTTTTATTTTTTTATTTTTITTTTTGTTTCTTGTTTTCCGCGTACTTCCCGCTGGGC
601 GAAAAAAGAAATGAAAAAAAGAAACGACAGGAGCATCGTGTAGGACGAAGCCCCTTATCC
661 CCTAGTTACCGAAGAAGGCCACCAATCTTAAGTTTGATAGAGCAGTACTTATATAAGGCT
721 ATATATAGACTGGTTCACAAGGTTATCAATATGAAACTTGCGCGATCACCGATTTACGGG
781 ATTTTTCAGGAGCGAGGTACAAGATTTGTTGGCCTGAAAAGATCGCAAAACATTAGCTAG
841 AAATTTTCCCCCTATCGTTTTCCGTAGAGTAAATATAATATCAAGAAGATAGTTTTATAT
901 TGACTGATTTCACAACCAACTGCATAGATATAAGGAGATTACTAGATACAAGAACGCCTG
961 ATAAACAAAAAAAGAAAAATTAACAAAAAAAATCAGTAGAATG

Sekil 4.6. Teclp’ nin NTH1 promotor bdlgesindeki olasi baglanma bolgeleri (SnapGene)
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belirlendi (Uniprot/SGD)(Sekil 4.7.). Yiiksek oranda korunmus olan bu amino asit sekansi

Tecl proteininin DNA baglanma bolgesine ait 66 amino asit uzunlugundaki dizi

I-TASSER programina génderilerek 3 boyutlu hale getirildi.

1
61
171
181
241
301
361
421

MSLEEDDFGE
INLIDTHEQF
TTESWTIGCD
TERQISSHIQ
SLESVSDSGS
YRRHIYENID
INEYQRISRI

SLSEVEGREM

DNSENIESYT

ELVHNTGLGAR

EWSEEVEEAF

VWEETIQWEL

LTPENLYVSH
GYECVESERFP
QEHESNPEFS

YPRPAEDAYN

GEIFDVYIQE
SDDLESPSAR
LEATRETLTMEN
FDSLTLSS5EE
NS55GLSVHSE
LEQLSPTELH
SNSHNSGS5EYE

LNYIQGLEQY

DSYSQSALDD
ATFTDEQEEN
GTTEIERIRNA
FELLALTEHG
LLTPITASNE
QGOEFNEASE
SEEEVVFPRSA

OTSYFSQLLL

MFEERVVSTE
EVENISVSNY
NFGENELISL
REQTTENSNL
EEIENFIETH
SNERRILESA
TVTQLOSREV

S5PQHYEHSP

ACVENEAEDN
FPGRQS5ETSS
YIFEHETNEFE
FYDIFEEIID
AASORETELIL
EETETEQRET

PFYYENNGMEY

HOENFTESNG

481 SHGNFY*

Sekil 4.7. Teclp’nin TEA/ATTS DNA baglanma bdlgesine ait 66 amino asitlik dizi
(Uniprot/SGD)

NTH1 promotorunda Teclp TEA/ATTS-DNA baglanma elementlerinin bulundugu
DNA fragmentleri 3D-DART webserver programina gonderilerck Pdb formati haline

doniistiirildii.
aacttacagtcaccagtacctctttctttccattccttGGCATCGgcatcgaatctgaaaagctt/65 bp —
tgtcgacgacaggtttcttatcttcgctagaCAT T Ctttttctatagttgtgtttatcttcttge/65 bp sirast ile

“teclp_teal.pdb/teclp tea2.pdb” olarak kaydedildi.

I-TASSER programindan gonderilen 7686 atomlu Tecl proteinin 3D yapist Visual
Molecular Dynamics (VMD) programi ile hidrojen atomlar1 uzaklastirilarak 3798 atom
sayisina digtiriilerek “tecl nonH.pdb” seklinde kaydedilmistir.

Atom sayist azaltilarak in silico ¢alismalar sirasinda olusabilecek gecikmelerin
engellenmebilmesi amaclanmis dolayisiyla docking programlarinin kullanilmasi i¢in hazir
hale getirilmistir.

I-TASSER ve VMD programi ile elde ettigimiz Pdb dosyalar1 ile 3D-DART
webserver programindan gelen Pdb NPDock-Genesilico.pl sitesine gonderilerek Docking
calismasi gergeklestirildi.

Teclp, NTH1 promotoruna olan olas1 uzakligt VMD programu ile hesaplandi. NTH1
promotorun iizerinde Tecl proteinin baglanmasini gosteren 3D modeli Sekil 4.12.° de

gosterildi.

39



NTH1 promotoru iizerindeki Tecl proteini baglanma bolgesindeki bazlar ile Teclp
DNA baglanma bdolgesindeki amino asitler arasindaki uzaklik Anstrom birimi olarak
gosterildi (Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10., Sekil 4.11.). NTH1 promotorundaki 91.
Sitozin bazi ile Tecl proteininin 44. Losin (Leu44) amino asiti arasindaki olasi mesafe
6.327 A saptanarak Sekil 4.8.” da gosterildi. NTH1 promotorundaki 88. Adenin baz ile
Tecl proteinin 29. izoldsin (I1e29) amino asiti arasindaki Anstrém degeri 10.872 A olarak
belirlenerek, Sekil 4.9.” de gosterildi. NTH1 promotoru iizerindeki 89. Timin bazi ile Tecl
proteinin 47. Lizin (Lys47) amino asiti arasindaki uzaklik 5.260 A saptanarak, Sekil 4.10.’
de gosterildi. NTH1 promotoru iizerindeki 90. Guanin bazi ile Tecl proteinin 47. Lizin
amino asit arasindaki uzaklik 4.352 A belirlenerek, Sekil 4.11. de gosterildi.
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Sekil 4.8. Leu* — Co1 (6.327 A)




Sekil 4.9. 1162°— Ags (10.872 A)




ekil
Sekil 4.10. Lys 47 — T (5.260 A)




Sekil 4.
11. Lys “7 — Geo (4.352 A)




Sekil 4.12. NTH1 Promotoru tizerinde olas1 Teclp DNA baglanma bolgesi
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4.8. Cesitli Canl tiirlerinde Bulununan TEA Domain Bélgesinin Blast Analizi

Tecl transkripsiyon faktoriiniin (P18412) sahip oldugu TEA-DNA baglanma bolgesi
WTIGCDKWSEKVEEAFLEALRLIMKNGTTKIKIRNANFGRNELISLYIKHKTNEFRT
KKQISSHIQVWKKTIQNK (125a.a-199a.a) Uniprot webserver programi kullanilarak
tespit edildi.

fligili TEA Domain bélgesine sahip cesitli canlilardaki transkripsiyon faktorleri
NCBI webserver programi kullanilarak blast sonuglari ile belirlendi.

Fungi tiirleri ve diger tiirlerdeki TEA bolgeleri fasta formatinda iki fakli dosya
halinde kaydedildi.

MEGA?7 programi vasitast ile cesitli canlilardaki TEA domain bolgesine sahip
transkripsiyon faktorleri aling edilerek yiliksek oranda korunmus bolgeler gorsellestirildi

(Cizelge 4.6., Cizelge 4.7.) (Sekil 4.13., Sekil 4.14.).

Cizelge 4.6. Cesitli fungi tiirlerinde TEA/ATTS DNA helix bolgeleri ve karsilik geldigi
korunmus bolgeler

Helix Bilge
Helix Bilgeleri Korunmus Bilgeler
Uzunluklan
Helix 1 134-146b¢ EKVEEAFLEALRL
Helix 2 164-176bg GRENELISLYIKHKT
Helix 3 182-191b¢ KKQISSHIQV

Cizelge 4.7. Cesitli canh tiirlerinde TEA/ATTS DNA helix bolgeleri ve karsilik geldigi
korunmus bolgeler

Helix Bilge

Helix Bilgeleri Korunmus Bilgeler
Uzunluklan

Helix 1 EKVEEAFLEALRL
o 134-146b¢

Helix 2 GRNELISLYIKHKT
¢ 164-176bg

i KQISSHIQV
Helix 3 182-191be KKQI 10
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Sekil 4.13. Cesitli fungi tiirlerinde bulunan korunmus TEA domain bolgeleri
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Sekil 4.14. Cesitli tiirlerdeki korunmus TEA domain bolgeleri




BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

S. cerevisiae maya hiicreleri stres kosullar1 varliginda prolin ve trehaloz gibi énemli
metabolitler sentezlemektedirler. Maya hiicrelerinde prolinin stres koruyucu etkisi, hiicre
ici lokalizasyonu ve konsantrasyonuna gore degismektedir (Takagi, 2008). Strese karsi
trehaloz yerine prolin biriktiren S. cerevisiae maya susu kullanilarak yapilan ¢alismada,
biriktirilen prolinin trehalozun fonksiyonel olarak yerini tutmadigi belirlenmistir. Diger bir
stres metaboliti olan trehaloz molekiilii, enerji kaynagi olarak da gérev almaktadir.

Stres varliginda hiicre biitiinliiglinlin korunmasinda Tpsl proteinin rol aldig
belirtilmistir (Petitjean ve ark., 2015). TPS1 geni trehaloz-fosfat sentetaz enzimini
kodlamaktadir. A#psi varliginda trehaloz-6-P olusturulamadigindan dolayr maya hiicreleri
strese karst dayaniksiz hale gelmektedir. NTH1, stres kosullarinda sentezlenen trehalozu
normal tireme kosullarina gegilmesiyle hizla yikima ugratmaktadir. Ancak NTH1 geninin
aktive olabilmesi i¢in postrankripsiyonel modifikasyonlara gerek duyulmaktadir. Bu genin
stres varliginda aktivasyonu promotor bdlgesinde bulunan STRE elementleriyle
gerceklestirilir (Nwaka ve ark., 1995a, 1995b). NTH1 geninin transkripsiyonel
diizenlenmesi ve bu diizenlemeden sorumlu TF’ler heniiz tam anlamiyla belirlenmemistir.

Calismamizda NTH1 gen regiilasyonu ile iliskisi belirlenmemis Tecl transkripsiyon
faktoriiniin NTH1 geninin transkripsiyonuna etkisi ortaya koyulmustur. Tecl proteini,
promotor bolgesinde TEA/ATTS elementlerine sahip genlere baglanarak, ekspresyonlarin
regiile etmektedir. NTH1 geninin transkripsiyonel regiilasyonu TOR sinyal sistemi
tizerinden gerceklesmekte olup, promotor bdlgesinde Teclp baglanmasi icin gerekli
TEA/ATTS elementi igermektedir.

Tez c¢alismamizda, normal kosul varliginda yaban tip maya susu ile
karsilastirildiginda, Atec! maya susunda NTH1 transkripsiyon seviyesinde yaklasik olarak
7 kat artma oldugu saptanmistir. Calisma sonuglar1 Atec/ maya susunda, Tecl proteini
bulunmadigindan dolayi, NTH1 promotorunda bulunan TEA/ATTS elementlerine
baglanamadigin1 belirtmektedir. Dolayisiyla Tecl proteini yoklugunda ve diger hiicre igi
aktivatorlerinin varligindan dolayr NTH1 transkripsiyon seviyesinde artis meydana geldigi
diistiniilmektedir. Eger Tecl proteini NTH1 promotoruna baglanmis olsaydi, NTH1
transkripsiyonel aktivitesini, yaban tip sus ile karsilastirildiginda daha diisiik olmasi
beklenirdi. Sonuglar baz alindiginda, NTH1 transkripsiyonel regiilasyonunda, Tecl

transkripsiyon faktoriiniin negatif regiilatr (represor) olarak rol oynamaktadir.
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Tecl transkripsiyon faktorii, ¢esitli stres kosullart varlifinda aktivator veya represor
olarak rol oynamaktadir. Zayif N varliginda, Tecl transkripsiyon faktdrii TOR yolagi
tizerinden regiile edilerek stres kosullar1 varliginda aktive oldugu saptanmistir (Briickner
ve ark., 2011). Sonuglar baz alindiginda, Tecl transkripsiyon faktoriiniin normal kosul
varliginda bazal NTH1 transkripsiyonu ve stres kosullart varliginda NTH1 gen
ekspresyonunun regiilasyonu i¢in ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak stres kosullar1 varliginda,
Tecl proteinin aktivasyonu igin, farkli proteinler aktivatér veya represor olarak gorev
almaktadir. Digl/2 proteinleri ve Stel2 proteini bu regiilasyonda Tecl proteinini aktive
veya inhibe edilmesini tetikliyebilmektedir.

Daha 6nce yapilan galismalarda, Saccharomyces cerevisiae ve ilgili maya tiirlerinde,
Tecl transkripsiyon faktorii, Stel2 transkripsiyon faktorii ile birlikte hiicre adhezyonu ve
flament olusumu dahil hiicre gelisiminin kontroliinde rol almaktadir. Teclp ve Stel2p
kompleksi, kooperatif DNA baglanma i¢in feromon yanit elementleri (PREs) baglanma
alanlar1 bulunan Ste12 ile TEA konsensus dizilerine (TCSs) sahip Tecl baglanma bdlgeleri
sayesinde hedef genleri kontrol ederler. Teclp/Stel2p komplekslerinin aktivitesi, upstream
sinyal yolaklar1 tarafindan Diglp ve Dig2p transkripsiyonel korepressorlerinin negatif
kontrolii altinda diizenlenirler. Tec1p/Stel2p’nin transkripsiyonel koregiilatorii olan Msalp
ve Msa2p, G: evresinin spesifik transkripsiyonunu kontrol edebilmek i¢in hiicre dongiisii
transkripsiyon faktorleri kompleksleri olan SBF (Swi4/Swi6 hiicre dongiisii TF box) ve
MBF (Mbpl/Swi6 hiicre dongiisi TF box) ile iligkili oldugu yapilan c¢aligmalarda
gosterilmistir (Ashe ve ark., 2008; van der Felden ve ark., 2014). Digl proteininin aksine,
Msal/2’nin Tecl ve Stel2 kompleksinin aktivitesini arttirdigi belirtilmistir (van der Felden
ve ark., 2014). Tecl proteininin Stel2’den bagimsiz mekanizmalarla hedef genlerin
aktivasyonundan sorumlu oldugu belirlenmesine ragmen, Teclp ile etkilesen
transkripsiyon faktorleri heniiz tam olarak belirlenememistir.

Tecl proteininin, N-terminal boliimiinde 66-76 korunmus amino asitlerden (aa)
olusan bir DNA baglanma bdlgesi bulunmaktadir. Bu bélge memeli, kus, nematod, bocek
ve mantar iiyelerinde evrimsel olarak korunmaktadir. Aspergillus nidulans AbaA proteini,
S.cerevisiae’daki Tecl proteini TEA/ATTS bdlgesi (Timberlake ve Andrianopoulos, 1991;
Laloux ve ark., 1994) ve TEA/ATTS sinifindaki diger dkaryotik transkripsiyon faktorleri
yiiksek oranda benzerlik gostermektedir (Stewart ve ark., 1994). ATTSR-EA (AbaA, IEF1,
IEC1) transkripsiyon faktorleri gelisim fonksiyonlarini yonetir (Andrianopoulos ve
Timberlake;  Burglin, 1991). Drosophila melanogaster’de ndronal gelisimin

diizenlenmesinde (Campbell ve ark., 1992) ve miyogenezde rol oynayan tavuk embriyonik
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transkripsiyon faktorleri M-CAT elementleri (5’-CATTCCT-3") baglanan diziler
icermektedir (Stewart ve ark., 1994). TEA/ATTS proteinleri arasindaki benzerlik gosteren
bolgeler insan Tefl proteininin DNA baglanma bdlgesine denk geldigi gosterilmistir (Xiao
ve ark., 1991).

Bu tez c¢alismasinda Tecl transkripsiyon faktoriiniin sahip oldugu TEA/ATTS
bolgesinin diger canlilarda benzerlik gosteren transkripsiyon faktorleri blast yapilarak
belirlenmistir. Bu transkripsiyon faktorlerinde TEA/ATTS bolgelerinin yiiksek oranda
korunduklart MEGA7 programu kullanilarak gorsellestirilmistir.

S. cerevisiae’da RLS ve CLS yaslanma siiregleri, diger Okaryotik canlilar ile
karsilastirildiginda, yiikksek oranda korunmus oldugu bulunmustur. Ayni zamanda maya
yaslanma mekanizmalarinin TOR/Sch9 (Kaeberlein ve ark., 2005) ve Ras/CAMP/PKA
(Wei ve ark., 2008) tarafindan modiile edildigi saptanmistir. Garay ve arkadaslarinin
(2014) S. cerevisiae yaslanma mekanizmasi ile iliskili yapmig olduklar ¢alismada 5600 tek
veya ¢ift gen mutasyonlarmi kullanarak sabit fazdaki (stationary phase) mayalarin
kronolojik yasam siirelerini belirlemislerdir. Caligma sonunda maya genomunun, %14 liik
kisminin maya yasam siiresinin regiilasyonunda rol oynadigir saptanmistir. Diger bir
calismada ise, zamana bagli bliylime ve besin smirlamasi kosullarinin, maya kronolojik
yasam stiresinin diizenlenmesinde gorevli metabolik yolaklar ve bu yolaklar ile iligkili
transkripsiyon faktorleri belirlenmistir (Wanichthanarak ve ark., 2015).

Tecl transkripsiyon faktorii; aglik kosullarinda, yag asit degradasyonu, gliserol
metabolizmast (gliserolipid mekanizmasi), glikojen ve trehaloz mekanizmalarinda rol
oynamaktadir. Gliserol ve hiicresel aldehit metabolizmalari, yag asiti beta oksidasyonu,
etanol katabolik ve asetat biyosentetik siirecleri, glukoneogenezin negatif diizenlenmesi,
glikojen biyosentetik siire¢ ve Otofaji indiikklenmsi gibi 6nemli metabolik olaylarin
diizenlenmesinde Tecl transkripsiyon faktorii gérev almaktadir (Wanichthanarak ve ark.,
2015). Aym1 zamanda Teclp’i, MAPK (mitogen-activated protein kinase) ve TORC1
(target of rapamycin) yolaklar1 iizerinden Kronolojik Yasam Siiresini (CLS)
arttirllmasindan sorumlu oldugu saptanmistir (Briickner ve ark., 2011; Campos ve ark.,
2017).

Tecl proteininin, Atecl maya suslar1 kullanilarak yapilan yaslanma ¢alismalarindaki
rolii gosterilmistir (Wanichthanarak ve ark., 2015, Campos ve ark., 2017). Dolayis1 ile

Tecl transkripsiyon faktorii ile iligkili yaslanma deneyi tez calismamizdan ¢ikartilmistir.
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EKLERI



EK 1. Calisma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi
1. Lowry soliisyonlar1

Lowry A ¢ozeltisi

% 2’ lik Na2CO3 (0.1N NaOH’ da ¢6zlinmiis)

Lowry Bi ¢ozeltisi

% 0.5’ lik CuSO4 (%1°lik NaK-tartarat’ta ¢oziinmiis)

Lowry B> ¢ozeltisi

%1,56 CuS0O4.5H20

C-Buffer

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

100 ul B1-Buffer (1,56% CuSO4.5H20)

100 ul B2-Buffer (2% KNaC4H406)

2. Z-Buffer
B0mM Na2HPO4 7TH20

40 ml NaH2PO4 H20

10mM KC1
ImM Mg504.7TH20

50mM 2-Merkapto Ethanol

3. Lityum Asetat (TE)
S. cerevisiae transformasyonunda hiicre por gegirgenligini arttirmak i¢in kullanilmaktadir.
10 mM Tris pH:8.0, 1 mM EDTA pH:8.0 icerisinde 3.5 ml 250 mM Lityum asetat’in

¢ozdiiriilmesiyle elde edildi.
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