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OZET
Yiksek Lisans Tezi

ZAYIF ASIT STRESININ CYC1 VE GPD1 GENLERININ TRANSKRIPSIYONUNA VE
HUCRE DONGUSUNE ETKILERININ INCELENMESI

Gozde ARSLAN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Mikroorganizmalar lireme ortamina metabolik aktiviteleri sonucu olusan cesitli organik
asitleri salgilamaktadir. Mikroorganizma tiirtine gore degisebilen bu organik asitler laktik asit,
sitrik asit, asetik asit ve suksinik asit olabilir. Bu arastirmada laktik asit, sitrik asit ve asetik
asitin S. cerevisiae’da sitokrom 1 geni ve GPD1 geni transkripsiyonuna ve ayrica hiicre
bélunmesine etkileri incelendi. Sitokrom C1 (CYC1) geni, Sitokrom C izoform-1 olarak da
bilinen peptidi kodlamaktadir. Sitokrom C1 elektron tasima zincirinde yer almakla birlikte
apoptozu baslatici faktor olarak da islev goriir. GPD1 geni tarafindan kodlanan NAD-bagiml
gliserol 3-fosfat dehidrogenaz enzimi de hem gliserol biyosentezi hem de hicrede redoks
dengesi, (NAD/NADH) icin gereklidir. Arastirmalarimizdan elde edilen sonuclar sitrik asitin
CYC1 transkripsiyonunu baskiladigin1 fakat GPD1 transkripsiyonunu ise 3-4 kat aktive
ettigini gostermektedir. Laktik asitin ise CYC1 geni transkripsiyonuna 6nemli bir etkisinin
olmadig1 fakat GPD1 transkripsiyonunu 3 kat aktive ettigi gosterilmistir. Apoptozu aktive
eden asetik asitin ise hem CYC1l ve hem de GPD1 transkripsiyonunda ¢nemli 6lcude
baskilamaya neden oldugu bulunmustur. Sitrik asit stresine yanit olarak GPD1
transkripsiyonundaki aktivasyonun tamamen protein kinaz Hoglp'ye bagl oldugu bulundu.
Ancak stresle aktive edilen transkripsiyon faktorleri olan Msn2p, Warlp ve Haalpnin GPD1
transkripsiyonunun aktivasyonu igin gerekli olmadigr goriildii. Bu sonuglara ek olarak, sitrik
asit stresinin S. cerevisiae’da hiicre boliinmesinde anomaliye neden oldugu da bulundu. Elde
edilen sonuglar zayif asit stresinin GPD1 ve CYCI1 geni transkripsiyonlarina etki ettigini ve
hicre bolinmesinde anomaliye neden oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: CYC1, Hiicre Dongusu, Transkripsiyon, Zayif asit, Sitrik asit

2020, XI1+ 55 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF WEAK ACID STRESS ON THE CELL CYCLE AND
TRANSCRIPTION OF CYC1 AND GPD1 GENES

Gozde ARSLAN

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Microorganisms secrete various organic acids, such as citric acid, lactic acid, acetic acid, and
succinic acid, to their growth medium as a result of their metabolic activities. The type of
these acids can vary depending on the microorganism’s species. In this research, the effects of
citric acid, lactic acid, and acetic acid on the transcription of GPD1 and CYC1 gene was
investigated in S. cerevisiae. Besides, the effects of these organic acids on the cell division
were also analyzed. Cytochrome C-1 (CYC1) gene encodes cytochrome C-isoform 1 peptide,
which involves in the electron transfer chain in mitochondria and activation of apoptosis.
GPD1 gene encodes NAD-dependent glycerol-3-phosphate dehydrogenase enzyme required
for the redox balance (NAD/NADH ratio) and also catalyzes an essential step in glycerol
biosynthesis in yeast. The results of this study indicated that citric acid represses the
transcription of the CYC1 gene, but it activates the transcription of the GPD1 gene up to 3 to
4-fold. Acetic acid that activates apoptosis represses the transcription of CYC1 and GPD1
genes at significant levels. Moreover, our results indicated that citric acid-dependent
activation of GPD1 transcription completely depends on the protein kinase Hoglp. Unlike
Hoglp, it seems that the stress-activated transcription factors Msn2p, Warlp, and Haalp are
not required for the activation of GPD1 gene transcription. Also, it appears that citric acid
stress also results in abnormal cell division in S. cerevisiae. Altogether, the results of this
research indicated that weak acid stress affects the transcription of GPD1 and the CYC1 gene
and cause abnormal cell division in S. cerevisiae.

Keywords: CYC1, Cell cycle, Citric acid, Transcription, Weak acid
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1. GIRIS

Zay1f organik asitler metabolizma sirasinda organizmalar tarafindan sentez edilir. Laktik asit,
sitrik asit ve asetik asit en ¢cok bilinen organik asitlerdir. Bu asitler ayn1 zamanda ticari olarak
da gida ve saglik sektoriinde kullanilmaktadir. Sitrik asit glikolitik yolak sonunda Uretilen,
mitokondride ATP uretiminde gerekli olan énemli bir organik asittir. Sitrik asit E330 gida
katki maddesi kodu ile gida sektdriinde de yaygin olarak kullanilir. CYC1 geni tarafindan
kodlanan sitakrom C1 mitokondride elektron tasima zinciri i¢in gerekli olan sitokromu kodlar,
Cyc 1 proteini ise mitokondride periplazmik alanda bulunur. Cyclp’nin diger islevi de
apoptozu baslatmaktir. Hiicresel stres sartlarinda mitokondriyel hasarlara yanit olarak serbest
kalan Cyclp prokaspazlarin aktivasyonuna neden olarak Okaryotik hiicrelerde apoptozu
baglatan molekiildiir. GPD1 geni de NAD-bagimli gliserol 3-fosfat dehidrojenaz enzimini
kodlamaktadir ve hiizrede NAD/NADH redoks dengesinin saglanmasinda ¢ok Onemli
metabolitik gorevi vardir. Ayni zamanda hiicrenin ozmotik strese karsit korunmasini saglayan
gliserol biyosentezi i¢in de anahtar enzim konumundadir. S. cerevisiae Ustiin genetik
ozellikleri ve gelistirilmis molekiiler teknikleri, hizli {iremesi, transformasyonunun da
kolaylikla yapilabilmesi gibi deneysel avantajlari dolayisiyla genetik arastirmalarda model
organizma olarak kullanilir. S. cerevisiae’da apoptozu baslattigi daha once rapor edilmistir.
Sitrik asit, laktik asit ve asetik asit gibi zayif organik asitlerin subletal seviyede, stres uyarict
diizeyde bulunmasinin CYC1 ve GPD1 genleri transkripsiyonuna ve hicre donguisi
asamalarina etkileri ayrintili olarak incelenmemistir. Bu tez arastirmasin sitrik asit, laktik asit
ve asetik asitin CYC1 ve GPD1 genleri transkripsiyonuna etkileri S. cerevisiae modelinde
molekdler teknikler ile incelendi. Ayrica bu asitlerin hiicre dongiisiine etkileri de mikroskobik
olarak incelenerek organik asit stresi uygulandiginda hiicre boliinmesi asamalarinin da
etkilenip etkilenmedigi arastirildi. Elde edilen sonuglar Ozellikle sitrik asit stresinin S.

cerevisiae da hiicre dongiisiine 6nemli etkileri oldugunu géstermektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Saccharomyces cerevisiae’nin Genetik Yapis1 ve Hiicresel Ozellikleri

Mantarlar alemi (yesi olan Saccharomyces cerevisia tek hicreli okaryotik bir
mikroorganizmadir (Sekil 2.1). Genetik 6zellikleri dikkate alindiginda bitkiler sinifindan daha
cok hayvanlar alemi sinifina yakin olarak goriiliir. 24 Nisan 1996 yilinda. S. Cerevisiae nin
genomu tamamen yayimlanmistir ve boylece genomu sekanslanan ilk Okaryot olmustur
(Goffeau ve ark. 1996).

S. cerevisiae, biyokimya, molekiler biyoloji, hiicre biyolojisi ve sistem biyolojisi
aragtirmalarinda, Uretilme ve maniplle edilebilme kolayligi, GRAS organizma olmasi ve
diger molekiiler tekniklerin kolay uygulanmasi dolayisiyla uzun siredir model organizma
olarak kullanilmaktadir. S. cerevisiae 'nin genom sekanslamasi 600°den fazla bilim insani ile
Avrupa, Kuzey Amerika ve Japonya’da 100 laboratuvarda yapilmistir. Yapilan ¢alismalar
sonucunda elde edilen bilgilerle olusturulan veri bankas1 Saccharomyces Genome Data Base
(SGD) ortaya ¢ikmistir ve bu veri bankasina maya genlerinin ¢esitli 6zellikleri detayli bir

sekilde kaydedilmistir (Cherry ve ark. 2012).

Genom dizisinin tamamen bilinmesi ve hizli bir sekilde gelismekte olan molekiiler biyoloji
alaninda ki yontemler ile beraber uluslararas1 alanda arastirma ortaklar1 ve maya delesyon
projesi gibi 6nemli projelerin Oniinii aydinlatarak S. cerevisiae alaninda ¢ok fazla gelisme

olmustur (Winzeler ve ark. 1999).



Sekil 2.1. S. cerevisiae mayasinin taksonomik olarak siniflandirmasi (Goffeau ve ark. 1996).

S. cerevisiae 16 kromozoma sahiptir ve kromozom buyuklukleri 200 ile 2.200 kb arasinda
degisir. S. cerevisia genom biiyiikligi 13,392 kb’dir (Madigan ve Mertingo 2010). S.
cerevisiae, cogu fonksiyonel olarak karakterize edilmis 16 kromozom {izerinde yaklasik 5,780

protein kodlayan gen bulundurma 6zelligine sahiptir (Crauwelsve ark. 2014).

Sekil 2.2. S. cerevisiae genlerinin siniflandirilmasi (Mewes ve ark. 1997).



S.cerevisiae genomunun sekanslanmasinda farkli {tilkelerdeki arastirma laboratuvarlari
arasinda is birligi (konsorsyum) meydana getirilmistir. Bu konsorsyumda yer alan her
arastirma laboratuvarinda farkli bir maya kromozomunu sekanslamistir. Maya genomunun
%55.9’unun Avrupa llkelerindeki laboratuvarlar tarafindan sekanslanmigtir. Maya genom

sekanslama konsorsyumu ve sorumlu olduklari kromozomlar Sekil 2.3°de verilmektedir.

Sekil 2.3. S cerevisiae genomunun sekanslanmasinda yer alan arastirma gruplar ve
sekansladiklar1 kromozomlarin dagilimlari

Maya genlerinin kodon sayisi ortalama 500 olarak kabul edilir. Sekil 2.4 kodon sayilarina
gore S. cerevisiae’da genlerin dagilim yiizdesi verilmektedir. S cerevisiae’da ki agik okuma
cergevelerinin (ORF) ¢ogunlugunun boyutlart 100 ila 4000 kodon arasinda degismektedir.
ORF'lerin %1'inden azinin 100 kodonun altinda oldugu tahmin edilmektedir (Galisson ve
Dujon, 1996).



Sekil 2.4. Maya genlerinin kodon sayilart ile ilgili istatistiksel bilgi dagilim sekili (Galisson
ve Dujon, 1996).

Insan genleri ile karsilastirildiginda, maya genlerinin %30'undan fazlasinin insan genleri ile
homolog oldugu tahmin edilmektedir. Bu homolog genler arasinda en ilgi ¢ekici benzerlik,
insan hastalik genlerine dnemli dl¢lide benzerlik gosteren maya genleridir. Bu yonde yapilan
calismalar sonucunda karsilastirmali olarak sonuglar yaymlanmistir ve diizenli olarak bu
bilgiler guncellenmektedir (Basset ve ark. 1996). Cizelge 2.1°de insan hastalik genleri ve

onlarin mayada homolog olan genleri ile ilgili 6rnekler verilmistir.



Cizelge 2.1. Foury ve arkadagslarinin 1997°de derledikleri insan hastalik genlerine benzerlik
gosteren kapsamli maya genleri katalogundan alinmis baz1 6rnekler (Foury ve ark. 1997).

Hastahk Maya geni Etkisi
Okiilo-Serebro-Renal Lowe inositol polifosfat 5 fosfatazla iliskili
(OCRL) Sendromu ya da SIH1 protein; katarakt / glokom

Lowe Sendromu (LS)

DNA helisaz Q ile iliskili protein;
Werner sendromu (WS) SGS1 erken yaslanma ve kansere glgli
yatkinlik

Kalsiyum kanali; ailesel hemiplejik
Migren (CACNL1-A4) CCH1 migren ve epizodik ataksi

Sitoplazmik kinaz alanina sahip
Multiple endokrin PHO85 transmembran reseptorleri ile ilgili
neoplazi (MEN)

RecQ DNA helikazla iligkili protein;
Bloom sendromu (BLM) SGS1 blylime kusuru; her tirli kansere
yatkinhk

Mayalar ve o6zellikle S. cerevisiae temel molekiiler biyoloji, molekiiler genetik, biyokimya,
yaslanma, hiicre dongiisii gibi biyolojik olaylarin prensiplerini molekiiler diizeyde arastirmak
icin kullanilan en iyi 6karyotik model organizmadir. Otofaji, hiicre dongiisiiniin kontroli (cell
cycle), telomerlerin ve telomeraz enziminin yapist ve isleyisi, transkripsiyonun ve
translasyonun kontrol mekanizmalar1 gibi yiizlerce farkli biyolojik olaymn genetik prensipleri
S. cerevisiae’da agiklanabilmistir. Buna bagli olarak da temel arastirmalar igin S.
cerevisiae’da yapilan bir¢ok ¢alisma temel bilimler alaninda ¢i1gir agmis ve bu ¢alismalarin bir
¢ogu Nobel tp ve fizyoloji veya Nobel kimya odili ile odillendirilmistir.
Son 20 yilda (1999-2019 araliginda) Nobel Tip veya Fizyoloji, Nobel Kimya Odiilii alan bazi

iinli maya genetikgileri ve yaptiklari ¢alismalar Cizelge 2.2°de verilmistir.



Cizelge 2.2. Son 20 yilda (1999-2019 Araliginda) Nobel Tip veya Fizyoloji, Nobel Kimya
Odiilii alan bazi iinlii maya genetikgileri ve yaptiklar1 caligmalar.

2016 | Yoshinori Ohsumi: Nobel Tip ve Otofajinin molekiiler mekanizmasinin agiklanmasi.
Fizyoloji 6diilti
2013 | James Rothman, Nobel Tip ve Hiicre ici protein tasinimi ve protein dagiliminin
Randy Scheckman Fizyoloji molektiler mekanizmasi, Sec mutantlari ile yaptiklari
ve Thomas Siidhof | édiilii. calismalar.
2009 | Elizabeth Nobel Tip ve Telomer yapisi ve telomeraz replikasyonunun molekiiler
Blackburn, Carol Fizyoloji mekanizmasinin aydinlatilmasi. Bu gruptan maya
Greider ve Jack odiili. genetigi ¢alisan arastirmaci Jack Szoctak’dir telomeraz
Szostak yapisi ve replikasyon mekanizmasi ile ilgili calismalar
yapmistir
2006 | Roger Kornberg Nobel Kimya Okaryotik RNA polimerazin yapisi, 6karyotlarda
Odiil. transkripsiyonun molekiiler mekanizmasinin
aciklanmasi ve ¢calisma mekanizmasinin aydinlatiimasi
tizerine molekiiler ¢calismalari dolayisiyla
2004 | Aaron Ciechanover, | Nobel Kimya ubiquitin-proteozom bagli protein degredasyonunun
Avram Hershko ve Odiilii. kesfi ve molekiiler mekanizmasi konusundaki
Irwin Rose calismalari dolayisyla
2001 | Leland Hartwel, Nobel Tip ve Hiicre déngiisiiniin kontrol mekanizmalari, cylin, cycline
Paul Nurse, Tim Fizyoloji bagli protein kinazlar ile ilgili calismalari. Hartwel S.
Hunt.. odiilii. cerevisiae’da, Nurse ise S. pombe de es zamanl yaptigi
calismalar dolayisyla
1999 | Giinther Blobel. Nobel Tip ve Proteinlerde sinyal peptidin yapisinin kesfi ve
Fizyoloji proteinlerin mitokondriye tasinmasi ile ilgili S.
addil. cerevisiae’da yaptigi ¢alismalar sonucu

2.2. Saccharomyces cerevisiae’da Hiicre Dongiisiiniin Kontrol Mekanizmalari

Mayalar ve Ozellikle S. cerevisiae temel molekuler biyoloji, molekuler genetik, biyokimya,
yaslanma, hiicre dongiisii gibi biyolojik olaylarin prensiplerini molekiiler diizeyde arastirmak
icin kullanilan en iyi 6karyotik model organizmadir. Hiicre icerisinde gerceklesen bir¢ok
biyolojik olayin agiklanmasit S. cerevisiae’da yapilan arastirmalar ile saglanmistir. Bu
calismanin amaclarindan birisi olan hiicre dongiisii kontrol mekanizmalarini arastirirken de S.
cerevisia kullanilmistir. S cerevisiae’da hiicre dongiisii asamalart morfolojik olarak ayirt

edilebilir. Morfolojik olarak ayirt edilebilir olmasi hiicre dongiisii kontrol mekanizmalarinin

calisilmasinda S. cerevisiae’y1 bir model organizma olarak segmemizi saglamistir.




Genetik materyalin kopyalanarak mitoz bdliinme ile yeni olusan kardes hiicrelere aktarildigi,
dizenli, kontrolli molekiler ve hicresel olay dizisine hiucre dongisu denir. Morfolojik ve
biyokimyasal olarak iki ayr1 asamadan meydana gelen hiicre dongiisiinde bdélinmenin
meydana geldigi M fazi ve DNA’nin kopyalandigi S fazi biyokimyasal olay olarak
diistintilmektedir. Morfolojik asama olarak ise yeni olusan kardes hiicrelerin ayrilma noktasi
olarak diistintilmektedir. G1 fazim1 S fazi, S fazim1 G2, G2 fazin1 da mitoz boliinme asamasi
takip etmektedir. G1 fazinda hiicre yeterli biiyiikliige ulastiginda hiicre S fazina gegmekte ve
burada DNA replikasyonu meydana gelmektedir. S fazinin sonuda niikleus hareketi meydana
gelmekte ve hiicre devaminda G2 fazina gegis yapmaktadir. Ig olusumlart G2 fazinin
sonlarinda meydana gelmektedir. G2 fazindan sonra hiicre mitoz fazina gegmektedir. Mitoz
fazinda kromozom ayrilmasi ve niikleus bolinmesi gerceklesmektedir ve sitokinaz asamasi ile
yeni olusan kardes hiicreler septin proteinleri sayesinde ana hiicreden ayrilmaktadirlar (sekil

2.5) (Gutierrrez ve ark. 2010).

Sekil 2.5. S. cerevisiae hiicre dongiisii mekanizmasi.



Hiicre dongusi meydana gelirken, yeni olusacak hiicrenin gerekli yeterlilige ulasmis sekilde
gelisip tek basina diizgiin bir sekilde biiyiiylip daha sonra boliinebilmesi ve devaminda tekrar
baska kardes hiicrelere bolinebilmesi icin denetlemeler yapilmasi gerekmektedir. Bu
kontrollerin arasinda DNA replikasyonunun diizgiin sekilde olabilmesi igin gerekli
deoksiriboniiklotidlerin bulunmasi, genetik materyalin yeni olusacak hiicreye tam olarak
kopyalanmasi, mitotik ig ipliklerinin olugmasi, kardes hiicreler arasinda esit dagilim olmasi ve
ayrica hiicre déngusunu tamamlayan hiicrenin tekrardan hiicre déngisiine girip girmeyecegine
dair sinyal almasi bulunabilir. Hlicre dongusiinde ilerleme ve dizenleme asamalar1 siklinler
vasitasi ile belirlenmektedir. Siklinler/siklin bagimli kinazlar’in (CDK) efektoér bolgelerine
CDK inhibitorleri olarak isimlendirilen (CDKI) siklin/CDK komplekslerin meydana gelmesi
ile hiicre dongustini diizenleyen ve Ilerleten faktorler bulunmaktadir. CDKI’lar CDK ’lar ve
siklinler ile kompleks olusturan proteinlerdir. CDKI’larin asil rolii siklin-CDK kompleks
olusumunun etkisini inhibe etmek ve hiicre dongiisii ilerlemesinin negatif sekilde
dizenlemektir. S. cerevisiae’da da, insan ile bir¢ok islevin homolog oldugu gibi CDK

seklinde gorev goren CDC proteinleri bulunmaktadir (Barral ve ark. 1999).

Tomurcuklanmamis hiicreler G1, Tomurcuklar1 esit olan hiicreler M, yeni tomurcuk olusumu
asamasi S ve tomurcuk olan yavru hiicre ana hiicrenin yaklasik 2/3 biiyiikliigiinde olan

hiicreler ise G2 asamasi olarak kabul edilmektedir.



Sekil 2.6. S. cerevisiae 'da hiicre dongiisii asamalarinin morfolojik farkliliklari.

2.3. GPD1 ve CYC1 Genlerinin Promotor Yapilar: ve Kontrol Mekanizmalari

CYC1 geni, cytochrome c, isoform 1; veya iso-1 cytochrome ¢ olarakta adlandirilmaktadir.
CYC1 geni sitokrom c, isoform 1 proteinini kodlamaktadir, sistamatik adi YJR0458W dir, S.
cerevisiae’daki gen kodu ise (SGD ID) S000003809°dur (Anonim 2020a). S. cerevisiae’da
bulunan CYC1 geni S. cerevisiae kromozomlarinin igerisinde 7. kromozomda yer almaktadir.
7. kromozom S. cerevisiae 'da J kromozomu olarak adlandirilir. CYC1 geni koordinat olarak
526335’den 526664e kadar 330 bg¢ uzunlugunda bulunmaktadir ve CYCL geni intron
icermemektedir (Anonim 2020a).
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Sekil 2.7. CYC1 geninin 7. kromozom uzerindeki konumu (Anonim 2020a)

S. cerevisiae da bulunan Cycl proteini ile insanda da bulunan sitokrom c proteini hem yapisal
ve hem de islevsel olarak biiylik benzerlik gostermektedir. CYC1 geninin kodladigi proteini
109 aminoasit uzunlugunda kiigiik bir proteindir ve Cyclp seklinde gosterilmektedir. Molekul
agirligi 12.19 kDa dir (Anonim 2020a).

S. cerevisiae’da Cycl proteininin bir maya hucresi icinde 7330 adet bulundugu rapor
edilmistir. Cyclp’nin iki onemli 6zelligi bulunmaktadir. Bunlardan birisi biyolojik islev
olarak elektron tasima zincirinde kompleks 3 ve kompleks 4 arasinda elektron transferi
yapmasidir. Bu islevinden dolayr mitokondri membranina bagli kalmayip krista iginde
membranlar arasi boslukta hareketli olarak bulunmaktadir. CYC1 geninden kodlanan cycl
proteini mitokondride membranlar arasi kristalarda bulunan solubl bir proteindir.
Mitokondriyal solunum zincirinin gergeklesmesinin gerekli bir komponentidir ve diger

Ozelligi ise hasarlara yanit olarak apoptozu baslatabilmesidir (Ghaemmaghami ve ark. 2003).

CYC1 geninden kodlanan Cycl proteinin hiicrede bulunma yogunluklari Sekil 2.8’de
gosterilmistir. Cycl proteini hiicre igerisinde en yogun olarak mitokondride bulunmaktadir
(5), cekirdek ve sitozol alanlarinda da bulunur fakat mitokondrideki bulunma
yogunlugundan daha az yogun sekilde bulunmaktadir (4). Diisiik yogunlukta olarak ise

hiicre zar1, peroksizom, endoplazmik retikulum ve lizozomda da bulunmaktadir (1).
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Sekil 2.8. CYCL proteini olan cyc1’in hicre igirisinde dagilimi (Subcellular localization
database).

CYC1 geni promotor yapisi daha dnce yapilmis olan ¢alismalar sayesinde aydinlatilmistir.
CYC1 geni transkripsiyonunun glukoz baskilanmasina bagli, oksijen (aerobik sartlar)
varligina bagli ve heme kompleksine (demir iyonlarina) bagl bir sekilde diizenlendigi daha
once yapilan calismalar ile gosterilmistir. Glukoz baskilamasi ile kontrol edilen CYC1
geni, %2 glukoz igeren ortamda bazal seviyede transkribe edilirken; diisik glukoz veya
gliserol laktat ortaminda bulunursa genin transkripsiyonu aktive edilir (Ghaemmaghami ve
ark. 2003). CYC1 geni promotor bolgesinde bulunmakta olan transkripsiyonel kontrol
sekanslarini belirlemek amaciyla delesyon analizleri sonucu; iki farkli kontrol bolgesi
belirlenmistir. Bunlar UAS1 (Upstream Activation Sequence-1) ve UAS2 seklinde
adlandirilmigtir (Guarente ve ark. 1984). UAS2 transkripsiyonu basladigi niikleotide gore
adlandirildiginda -200 ve -230 bg arasindaki sekans olup bu UAS2 bdlgesine
transkripsiyon fakorleri olan Hap2p/Hap3p kompleksinin baglandigi tespit edilmistir
(Forsburg ve Guarente, 1988).

Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase (GPD1) geninin sistematik adi YDL022W’dir, S.
cerevisiae genom database numarasi, S000002180’dir. GPD1 geni ayn1 zamanda DARL,
HOR1, OSG1, OSR5 geni seklinde de adlandirilabilir. 4.kromozomda bulunan GPD1 geni
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koordinatlar1 411825-413000 arasindadir ve uzunlugu 1176bp’dir (Anonim 2020a). GPD1
geni islev olarak, hiperosmotik stres kosullar1 sirasinda gliserol {iretimini ve birikmesini
katalizlemektir. Gliserol kaybmi, su kaybmi ve hiicrelerin turgorunu Onleyen bir

osmoregulator olarak gorev yapmaktadir (Albertyn ve ark. 1994).

GPD1 geni tarafindan kodlanan NAD-bagimli gliserol 3-fosfat dehidrogenaz enzimi de
hem gliserol biyosentezi icin hem de hicrede redoks dengesi (NAD/NADH) igin
gerekmektedir. NAD-bagimli gliserol-3-fosfat dehidrojenaz enzimi ozmotik stres altinda
blyltme icin gerekli olan gliserol sentezinin temel enzimidir. Bu enzimin ekspresyonu
yuksek ozmolarite ortaminda gliserol yanit yolu ile diizenlenmektedir. Ayrica bu enzim
DNA replikasyonu stresine cevap olarak artar; protein kinazlar Ypklp ve Ypk2p tarafindan
fosforilasyon yoluyla inaktive edilir, fosforilasyon katalitik aktiviteyi arttirir; peroksizomal

gegisini kolaylastirmak i¢in Pnclp ile bir heterodimer olusturur (Anonim 2020).

Sekil 2.9. GPD1 geninin 4.kromozom uzerinde ki konumu (Anonim 2020a).

Saccharomyces cerevisiae, 0ozmotik strese, yani biiyiime ortaminin ozmolaritesindeki bir artig
durumuna, artan gliserol dretimi ve hucre igi gliserol birikimi yoluyla cevap vermektedir.
(Anonim 2020a). Molekiiler fonksiyon olarak oksidorediiktaz islevi gormektedirler.
Oksidorediiktazlar: Iki substrat arasindaki redoks reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.
Biyolojik islem olarak stres ortamina karsi tepki verirler. Gliserol sentezinde ve ylksek

ozmolarite stresine cevap olarak hcre ici gliserol birikiminde anahtar rol oynayan NAD'ye
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bagl gliserol-3-fosfat dehidrojenaz; sitoplazmaya ve peroksizomlara lokalizedir (Anonim
2020).

Sekil 2.10 GPD 1 geninden kodlanan proteininlerin hiicrede bulunma yogunluklarinin
gosterimidir. GPD1 proteini hiicre igerisinde en yogun olarak sitozolde bulunmaktadir (4),
cekirdek ve mitokondri alanlarinda da bulunur fakat sitozolde ki bulunma yogunlugundan
daha az yogun sekilde bulunmaktadir (2). Diisiik yogunlukta olarak ise hiicre zari,

peroksizom, endoplazmik retikulum ve lizozomda da bulunmaktadir (1).

Sekil 2.10. GPD1 proteini hiicrei¢i dagilim1 (Subcellular localization database).

Sitoplazmik gliserol-3-fosfat dehidrojenazlar (GPD'ler), dihidroksiaseton fosfatin (DHAP)
NADH'ye bagl olarak gliserol-3-fosfata indirgenmesini katalize etmektediler. Bu reaksiyon,
okaryotlar boyunca korunan gliserol iiretimine yol agan bir biyosentetik yolagin ilk adimidir
(Lee ve ark. 2012). Tomurcuklanma mayasinda, bu yol bir dizi baglamda hiicre biiyiimesi
icin 6nemlidir. Biiylime sirasinda GPD aktivitesi, glikolizden tretilen NADH'yi yeniden
oksitleyerek hicresel redoks dengesini korumada ve sentetik ortamda anaerobik blylme igin
gereklidirler. Yiiksek ozmolarite kosullari altinda, bu yol tarafindan iiretilen gliserol hiicre

icinde birikmektedir ve 6nemli bir ozmoprotektif rol oynamaktadir (Ansell ve ark. 1997).
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Iki GPDmin farkli fonksiyonlar1 kismen diferansiyel protein béliimlendirmesine gore
isimlendirilmistir. GPD1 hem sitosol hem de mitokondriye lokalize olurken GPD2 hem
sitozolde hem de peroksizomlarda bulunmaktadir (Jung ve ark. 2010). Ayrica, GPD1 ve
GPD2 transkripsiyonel seviyede farkli sekilde diizenlenmektedirler. Ornegin GPDI1,
hiperosmotik strese yanit olarak transkripsiyonel olarak yukari regiile edilmektedir ve
genellikle Hogl mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) yolunun anahtar
transkripsiyonel hedefi olarak kabul edilmektedir (Ansell ve ark. 1997).

2.4. Zayif Asit Stresi ve Metabolik Onemi

Zayif organik asitler, yiyecek ve igecek ayrica kimya sanayisinde, endustrisinde koruyucu
olarak kullanilan dogal olarak olusan bilesiklerdir. Mikrobik biiylimeyi engelleyerek gida
urtnlerinin raf dmrund uzatmaktadirlar. Bu zayif asitlerin antifungal 6zelliklerini agiklayan
¢ok sayida teori vardir, ancak tam mekanizmasi hala bilinmemektedir (Lambert ve Stratford,
1999, Mollapour ve ark. 2006, Papadimitriou ve ark. 2007, Ullah ve ark. 2012).

Yanlis ve asir1 kullanimlara bagli olarak, maya suslar1 bu koruyuculara karst direngli hale
gelebilmektedir. Bu nedenle zayif asitlerin daha etkin kullanimimin saglanmasi i¢in maya
hiicrelerini inhibe edici mekanizmalarinin temelini anlamak gerekmektedir (Konuk ve

Ergudan, 2018).

Gida endiistrisinde kullanilan zayif asitler mikrobiyal liremeyi kontrol etmek amaciyla veya
cesitli gidalara renk, koku, tat kazandirmak amaciyla kullanilmaktadirlar. Zayif organik asitler
olan asetik asit, sitrik asit, siksinik asit, laktik asit ve salisilik asit gibi asitler
mikroorganizmalarin lireme ortamlarinda dogal olarak bulunabilecegi gibi bazen de ilireme
ortamlarina veya mikrobiyal iriinlere gida katki maddeleri olarak ilave edilmektedirler.
Diisiik pH’da, asetik asit (pKa 4.75) RCOOH grubu ayrilmamis halde bulunmakta ve bu
durumda 6nemli derecede mikroorganizmalarin iiremesini inhibe etmektedir (Piper ve ark.
2001).

Sitrik asit (E330); limon, portakal ve tim eksi meyvelerde yiiksek konsantrasyonlarda

bulunmaktadir. Sitrik asit, zayif bir organik asittir, dogal bir koruyucudur ve asitli veya eksi
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yiyeceklerde ve alkolsiiz igeceklerde aroma olarak kullanilmaktadir. Bu kullanimlarmin yam
sira Sitrik asit dongusu, tiim canli organizmalar tarafindan kullanilan 6nemli bir biyokimyasal

yoldur (Boga ve ark. 2013).

E330, gida, tekstil, ilag, kozmetik ve deterjan endiistrilerinde ¢ok c¢esitli uygulamalara sahip
¢ok yonlii bir kimyasaldir. Sitrik asit, organik bir asit diizenleyici olup trtnlerin pH kontroli
icin kullanilir ve bu yiizden yiyecek, icecek endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Sitrik asit genellikle yiyecek ve igeceklerin iiretiminde tad gelistirmek amaciyla aroma olarak
kullanilmaktadir. Ayrica yiyecek ve igeceklerdeki mikrobiyal tremeyi Onlemek icinde
kullanilir (Lawrence ve ark. 2004).

Asetik asit, S. cerevisiae'de glikoz ile bastirilmis maya hiicreleri tarafindan metabolize
edilemeyen normal bir fermantasyon drunddir. Ayrilmamis formda asetik asit serbestge
membran gecirgendir ve hiicreye basit difuzyonla girebilmektedir. Daha yiiksek hiicre disi
pH'da asetik asit, nispeten membran zayifligi olan bir form olan asetat anyonuna
ayrismaktadir. Asetik asidin, mitokondriye bagimli bir apoptotik yol ile, sitokrom C salinimi
saglayarak maya hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Ludovico ve ark. 2002,
Pereira ve ark. 2007, Almeida ve ark. 2009). Asetik asit ayrica, S. cerevisiae'de kronolojik
yaslanma sirasinda hiicre-disi olarak hiicre 6liimii aracisi olarak tanimlanmistir (Burtner ve
ark. 2009).

Ayrica, S. cerevisiae'da, belirli kosullar altinda, asetik asidin, hiicre canliligin1 bozdugu ve
dolayisiyla yiiksek ve diisiik entalpi olmak tizere iki tiir hiicre 6limi ile sonuglandigi
gosterilmigtir (Pinto ve ark. 1989). Laktik asit, ¢ok gesitli endiistriyel uygulamalara sahip bir
organik asittir. Gidalarda genellikle bir asitlestirici madde, lezzetlendirici madde, pH
tamponlama maddesi veya koruyucu madde olarak kullanilmaktadir. Gida, ilag ve kozmetik
tirlinlerindeki uygulamasinin yani sira, laktik asit; polimerlerinin {iretimin asamalarinda da
kullanilmaktadir. Bu polimerler, petrol tiirevi plastige benzer ozelliklere sahiptirler ama
biyolojik olarak parcalanabilirler ve ¢cevre dostu olma avantaji saglamaktadirlar (Valli ve ark.
2006).
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2.5. Asit Stresine Hiicresel Yanitin Molekiiler Mekanizmasi

Zayif organik asitler yaygin bir sekilde gida ve kimya sanayinde kullanilmaktadirlar. Gida
endiistrisinde zayif asitlerin kullanilmasinin nedeni mikrobiyal Gremeyi kontrol etmek ve/veya
cesitli gidalara renk, koku, tat kazandirmaktir. Zayif organik asitler, mikroorganizmalarin
tireme ortamlarinda dogal olarak bulunabilmektedirler ya da iireme ortamlarina veya
mikrobiyal triinlere gida katki maddeleri olarak ilave edilebilmektedirler. Bu zayif organik
asitler; asetik asit, sitrik asit, stiksinik asit, sorbik asit ve benzoik asit olabilir. Diisiik pH’de,
asetik asit (pKa 4.75), sorbik asit (pKa 4.76) ve benzoik asitin (pKa 4.19) RCOOH grubu
ayrilmamis halde bulunmaktadir ve bdylece mikroorganizmalarin {iremesini 6nemli derecede

inhibe edebilmektedirler (Piper ve ark. 2001).

Endustriyel fermantasyonda, mayalar, diisiik su aktivitesi ve sitotoksik bilesiklerin varlig1 gibi
uygulananlar farkli stres kosullarina tabi tutulmaktadirlar. Maya hiicreleri, olumsuz kosullara
kars1 stres tepkisini tetiklerleyerek ortama karsi tepki olustururlar. Maya hiicrelerinin
olusturdugu bu stres tepkileri yeni ortama uyum saglamalarin1 saglamaktadirlar. Fakat siddetli
olarak meydana gelen hiicre iginde ortaya ¢ikan stres tepkileri, hiicrenin hayatta kalmasini
garanti altina almak i¢in yetersiz olabilmektedir ve bundan dolay:r hicre 6limi meydana
gelebilmektedir. Mayalarin kolay incelenebilir biyolojik durumlari, manipile kolayligi ve
genetik izlenebilirlige elverisliligi, 6karyotik hiicresel siireglerin mekanizmalarini ve bunlarin
diizenleme mekanizmalarini desifre etmede giiglii bir ara¢ haline getirirmistir (Sousa ve ark.

2011).

S. cerevisiae mayasinin bulundugu ortama uyum saglamak amaciyla kullandigi
mekanizmalarla ilgili detaylar yillar boyunca yeni bilgiler ortaya ¢ikmistir. Maya hiicreleri,
farkli durumlara kars1 gapraz koruma kazanmaktadirlar; bir stresin buyiuk dozuna direng
gosterirse, normal olarak Oliimciil diger stres dozlarina karsi direncli hale gelmektedirler
(Mitchel ve Morrison, 1982, Blomberg ve ark. 1988, Wieser ve ark. 1991, O'Brien ve ark.
1993).
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Maya hiicreleri diisik pH ve organik asit varligi gibi c¢esitli ekstrem kosullara uyum
saglayabilmektedirler ve bu kosullar varliginda iiremeye devam etmektedirler. Bu sartlar
kosulunda Ureme evresinde siklikla mayada bozulmalar meydana gelebilmektedir. Mayada
hlicre ici asit stresi meydana gelir, zayif organik asitlerin S. cerevisiae tarafindan degrede

edilememesinden dolay: asit artis1 g6zlemlenebilmektedir (Piper ve ark. 2001).

Cesitli organik asitler koruyucu olarak kullanilmaktadir ve tireme ortamlar1 hijyenik bir
kosulda olmasina ragmen maya ve kiif bozulmalar1 yiyecek ve i¢ecek endiistrisinde hala
blytk ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Maya hucreleri organik asit varligi ve diisiik pH
gibi ekstrem kosullara uyum gosterirler ve bu kosullarda iiremeye devam edebilmektediler.
Fakat bu ekstrem kosullar genellikle mayada bozulmaya neden olmaktadir. Zayif organik
asitler S. cerevisiae tarafindan degrede edilmeyip hiicrede asit stresini olustururlar (Piper ve
ark. 2001).

Fizyolojilerini bozmayacak sekilde S. cerevisiae hucrelerine belirli miktarda stres yaratacak
maddelere maruz birakildiginda, S. cerevisiae hiicreleri bu stres kosullarina karsi tolerans
gelistirir ve bu tolerans gelistirmesi sayesinde sadece bu stres yaratacak ajanin yiiksek doz
uygulamasina degil, diger ajanlara kargida stres toleransi gelistirmis hale gelmektedirler. S.
cerevisiae hiicrelerinde meydana gelen bu duruma capraz koruma (cross-protection) denir.
Stres kosullarinda uyarilmis olan genlerin promotor bolgelerinde STRE (Stress Response
Element) dizisi bulunmaktadir. Ornegin sicaklik sok proteini aktiflesmesi sadece termal stres
ortaminda meydana gelmez ayni zamanda besin aglig1 stres kosulu iceren ortamda da ya da

diger stres ortamlarinda da uyarilirmaktadir (Estruch, 2000).

Hiicrenin zayif organik asitlere maruz kalmasi sonucunda maya hiicrelerinin membran
permeabilitesi azalmakta ve anyon ekstriizyonu (¢ikisi) gergeklesmektedir. Hiicrenin zayif
organik asitleri katabolize etme yetenegi artmakta ve genlerin ekspresyou degismektedir.
Benzer olarak hiicre membraninin H+ permeabilitesinde degisme meydana geldiginde,
hiicreden aktif proton ¢ikisi olmaktadir (Holyoak ve ark. 1996). S. cerevisae Ureme
ortamlarina zayif organik asitler eklendikten hemen sonra hiicreler, hiicre dongiistinden ¢ikip
uzun bir stre latent faza gecmektedirler. Hucreler tekrar Gremeye birka¢ saat sonra devam
etmektedirler (Piper ve ark. 1997, Holyoak ve ark. 1999).
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Tomurcuklanan maya Saccharomyces cerevisiae, zayif organik asit stresini tolere etme
potansiyeline sahiptir. Bu 0zellik laktik asit gibi kimyasallar igin biyo tretim sistemlerinin
aritilmasi igin énem kazanmaktadir. Ornegin, maya hiicreleri, asetik asidin difiizyonel girisini
kolaylastiran, daha az lipofilik bir organik asit ile, plazma membran kanali Fpsl'in
etkisizlestirilmesiyle direnglerini arttirmaktadir. Diger yandan, zayif organik asitlerin
ayrigsmasi ile lretilen protonlar, plazma zar1 proton tasiyict Pmal tarafindan hiicreden aktif
olarak pompalanmaktadir. Adaptasyon siresince, transkripsiyon aktivatorleri Warl ve Haal
transkripsiyon aracili adaptasyon yanitlarin1 uyarmada 6nemlidir. Haal, laktik asit stresine
adaptasyon yanitini aktive etmek i¢in de Onemlidir. Laktik asit stresine adaptasyon
yanitlarindan birinin, Haal'in niikleer lokalizasyonuna aracilik ettigi gosterilmistir. Bu
nikleer lokalizasyonun Haal fosforilasyon derecesi ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir.
Laktik asit direncinin arttirilmasina yonelik ¢aligsmalar, S. cerevisiae tarafindan etkin laktik

asit iiretimi acisindan da tartisilmaktadir (Sugiyama ve ark. 2005).

Protein kinaz C (PKC) vyolu, S. cerevisiae'da hiicre seklinin ve hiicre biitiinliigiiniin
korunmasinda rol oynar hiicre biitiinliigiinii saglamada gdrev alan protein kinaz C yolaginin
asit stresi ile aktive oldugu ve bu aktivasyonun hiicre membraninda yer alan Mid2p sensdriine
bagli oldugu daha Onceki arastirmalarda gosterilmistir. PKC yolu, hiicre dis1 ortamin
asitlestirilmesi sirasinda aktive edilmekte ve bu aktivasyon esas olarak Mid2p hiicre duvari
sensoriine bagh oldugu gosterilmistir. S. cerevisiae ‘da hiicre duvart sensorii Mid2p ve Rgdl1p
(HOG yolu)’yi kapsayan iki ayr1 yolak birlikte hiicre biitiinligiinii saglayarak asit toleransini
arttirir. (Claret ve ark. 2005).

Hoglp aktivasyonu, sitrik asit stresine optimum adaptasyon ic¢in hayati éneme sahiptir. Maya
hiicreleri, MAPK yollarini aktive ederek hiperosmotik, 1s1 ve radyasyon stresi gibi ¢evresel
strese cevap vermektedirler. HOG yolu, S. cerevisiae'nin yiiksek ozmolarite ortamlarinda
hayatta kalmasi i¢in 6nemli bir biyolojik yoldur ve son ¢alismalar, HOG yolunun ayrica
oksidatif stres ve 1s1 stresi dahil olmak tizere diger stres faktorleri tarafindan indiiklendigini
gostermistir. Sitrik asit tarafindan indiiklenen gen ekspresyonundaki degisikliklerin
incelenmesi sonucunda GPD1'in (kodlayici gliserol-3-fosfat dehidrojenaz) ve GPP2'nin

transkripsiyonunun aktive edildigi (up-regulation) ortaya ¢ikmistir. HOG yolu GPD1 ifadesini
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diizenlemektedir ve bu yolun sitrik asit stresine direng arabuluculugunda rol oynadigini agik¢a

gosterilmistir (Lawrence ve ark. 2004).

Sekil 2.11. Maya HOG yolagindaki bilesenler ve bilgi akisi.

Hiperozmotik stres, sinyal iletim yolunun bilesenleri ve ozmotik stresin GPD1 geni ve diger
genlere iletilmesi yolunda ilk asama olarak hiicre zarindaki Slnlp ve Sholp reseptorleri ile
algilanarak sitoplazmadaki MAPKKK’lara aktarilmaktadir. Sonugta Hoglp fosforlanarak
nikleusa gecer ve ilgili transkripsiyon faktorlerine etki ederek, ozmotik strese yanit olarak
bazi genlerin transkripsiyonlarinin aktive edilmesini saglar. Okaryotik organizmalarda ise
MAPK, MAPKK ve MAPKKK ailelerinin bir¢ok iiyesi bulunur ve bu proteinler farkli sinyal
iletim yollarinda yer alirlar (Mager ve Siderus, 2002).

Ozmotik stresin gen isleyisine direkt etkisi ile ilgili c¢alismalarda daha ¢ok gliserol

metabolizmast ile ilgili enzimleri kodlayan genlerin isleyisleri analiz edilmistir. Bu genlerden

transkripsiyonu en iyi analiz edilen gen ise GPD1 genidir. Hiperozmotik stres sartlari altinda
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gliserol biyosentezinin GPD1 geni tarafindan iiretilen sitoplazmik NADP bagimli Gliserol-3—
fosfat dehidrojenaz enzimi ile yapildigi ve bu genin transkripsiyonunun ¢ok fazla miktarda
aktive edildigi gosterilmistir (Albertyn ve ark. 1994). Ayrica yapilan diger ¢alismalar ile
GPD1 geninin glukoz baskilamasi ile de kontrol edildigi gosterilmistir. Glukoz baskilamasi
ve hiperozmotik stres GPD1 geninin transkripsiyonunu birbirinden bagimsiz olarak diizenler
(Albertyn ve ark. 1994). HOG MAPK yolagindaki genlerin delesyonu sonucunda sitrik asit
duyarhiliginin arttigi gosterilmistir (Lawrence ve ark. 2004). Hucrelerin sitrik asite maruz
kalmas1 sonucunda Hoglp fosforlanarak aktif hale gelmektedir. HOG yolaginin aktivasyonu
yiiksek ozmolarite ortaminda liremeye izin veren gliserol konsantrasyonunun hicre igerisinde
artamasimna neden olmaktadir. GPD1 geninden kodlanan NAD-bagimli gliserol 3-fosfat
dehidrogenaz enzimi gliserol biyosentezi icin énemli bir enzim oldugu gosterilmistir. Sitrik
asite maruz kalma GPD1 geninin ekspresyonunu arttirmaktadir. Sitrik asit ozmotik stres
mekanizmasindan farkli olarak HOG yolagini aktif hale getirir. HOG sinyal yolunun
aktivasyonunun Onemli sonuglarindan biri sitrik asit stresi boyunca hiicre ig¢i gliserol

uretimidir (Lawrence ve ark. 2004).

Zayif organik asitlerin lireme ortaminda bulunmasi metabolik yaniti olusturmaktadir. Bu
metabolik yanit asit stresi olarak tanimlanmistir. Bu metabolik yanitta Msn2p, Haalp, Warp1,
Hotlp gibi bazi transkripsiyon faktorleri gorev alir. S. cerevisiae zayif asit stresine adaptasyon
icin Haalp ile dizenlenen genleri icermektedir. Haalp (Transkripsiyon faktorii) gida
koruyucu olarak kullanilan ¢esitli zayif asitlere karst maya hiicrelerinin adaptasyonu igin
gereklidir. Kisa zincir uzunlugundaki asetik asit ve propiyonik asite karsi en fazla korumayi
Haalp saglamaktadir. Zayif asit stresinde Haal hedef geninin transkripsiyonu aktive
olmaktadir. Haalp, hiicre duvari glikoproteinlerini kodlayan YGP1 genlerini ve plazma
membran multidrug transporterlar1 olan TPO2 ve TPO3’U de diizenlemektedirler (Sekil 2.12.)
(Fernandes ve ark. 2005).
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Sekil 2.12. S. cerevisiae 'da asetik asit stres yanit mekanizmasini gostermektedir (Giannattasio
ve ark. 2013).

Programlanmis hiicre 6lim mekanizmasini asetik asit indiiklemektedir. Zayif asitler, lipofilik
kisimlarina ve ayrica konsantrasyonlarina bagli bir sekilde mikrobiyal hiicre blyumesine,
hiicre 6liimii ge¢ kalmishigina veya sitostaza neden olmaktadirlar (Stratford ve Anslow, 1998,
Piper ve ark. 2001).

Sitrik asit etkileri i¢in bir¢ok arastirma yapilmistir. Yapilan arastirma sonucunda mitojen-
aktive protein kinaz (MAPK) yiiksek ozmolarite gliserol (HOG) yolaginin zayif asite stres
yanitt i¢in gorev aldigi ve sitrik asit stresi i¢in sorumlu genlerin aktive olmasini sagladig:
gosterilmistir. Normal ortamda ve sitrik asit i¢ceren ortamda arastirmalar yapilmistir ve bunun
sonucunda sitrik asit igeren ortamda liremekte olan hiicreler, diger normal ortamda iiremekte

olan hiicrelere gore fazla gliserol biriktirdigi elde edilmistir (Nielsen ve Arneborg, 2007).

STRE (Stress Response Element) isimli promotor elementi S. cerevisiae 'da strese cevap
vermekle gorevli bircok geni kontrol etmektedir. S. cerevisiae’nin maruz kaldigi ¢esitli
streslere karsi (asit stresi, 1s1 stresi, pH stresi gibi) Msn2p ve Msn4p olarak isimlendirilen

transkripsiyon faktorleri niikleusta birikmektedir (Nobel ve ark. 2001). Msn2p ve Msn4p,
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STRE'ye bagli promotorlerin strese bagli aktivasyonu i¢in dnemli faktorlerdir ve spesifik

olarak STRE igeren oligonukleotitlere baglanmaktadirlar (Pastor ve ark. 1996).

STRE baglanma faktoriiniin, iki ¢inko-parmak transkripsiyon faktériinden birinin, Msn2p ve
digerinin Msndp oldugu kanitlanmigtir. Bu faktorlerin silinmesi, cesitli stresli kosullara
duyarl hiicreleri ortaya ¢ikarmaktadir. Msn2p ve Msn4p'nin bir¢ok farkli strese cevap olarak
¢ok sayida genin indiiklenmesini yoOnettigi gosterilmistir (Pastor ve ark. 1996, Schmitt ve
McEntee, 1996). Bu nedenle, bu faktérler “genel stres” transkripsiyon faktorleri olarak bilinir
ve cevresel hakarete karsi savunan bir dizi genin uyarilmasi igin hiicresel strese yanit olarak

genel olarak aktive edildigi one siiriilmistiir (Schuller ve ark. 1998).

MSN2 ve MSN4 genleri, homologdur ve islevsel olarak ¢inko parmak yapisindalardir.
Meydana gelen asit stresine karsi yanit mekanizmasinda birgok genin expresyon seviyesi
dizenlenmektedir. Genlerin expresyonlarinin diizenlenmesi Msn2p ve Msndp tarafindan
meydana gelmektedir. Hem MSN2 hem de MSN4 genlerinin bozulmasi, karbon kaynakli
aclik, 1s1 soku, ciddi ozmotik stresler veya oksidatif stresler dahil olmak iizere farkli streslere

kars1 daha yiiksek hassasiyet ile sonuglanir (Pastor ve ark. 1996).

CYC1 ve GPD1 genlerinin promotor sekanslart ve diger molekiler ozellikleri ile ilgili
yaymlanmig bilgiler SGD web sayfasinda verilmektedir (Anonim 2020a). Promotor
bolgelerine baglandigr deneysel olarak gosterilen transkripsiton faktorleri de veri tabani
olarak YEASTRACT da ersime agiktir. CYC1 ve GPD1 genlerinin promotor bdélgelerine
baglandig1 bilinen transkripsiyon faktorleri ve baglandigi sekanslar YEASTRACT veri
tabanindan derlenerek Sekil 2.13 ve Sekil 2.14"de verilmistir.
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Sekil 2.13. CYC1 promotor bolgesinin biyoinformatik analizi. YEASTRACT kaynaklarin
deneysel olarak baglandig tespit edilen transkripsiyon faktorlerinin CYC1 promotorunda
baglanma bolgeleri. Promotor sekansi ¢ift zincirli olarak gdsterilmistir. Baglama kodonu 1.
ATG’nin konumuna gore 1Kbg lik genom bolgesi promotora olaral alinmistir (Anonim 2020a
ve Anonim 2020b).
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Sekil 2.14. GPD1 promotor bolgesinin biyoinformatik analizi. YEASTRACT kaynaklarin
deneysel olarak baglandigi tespit edilen transkripsiyon faktorlerinin GPD1 promotorunda
baglanma bdlgeler. Promotor sekansi ¢ift zincirli olarak gdsterilmistir. Baslama kodonu 1.
ATG’nin konumuna gore 1 Kbg'lik genom bdlgesi promotor olarak alinmigtir (Anonim 2020a
ve Anonim 2020b).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Arastirmada Kullamilan Maya Suslari ve Ureme Kosullar

Bu tez arastirmasinda kullanilan S. cerevisiae’nin genomu bilinen yaban tip ve mutant suslari
ve Ozellikleri cizelge 3.1°de verildi. Bu S. cerevisiae suslar1 Frankfurt Universitesi tarafindan
kontrol edilen EUROSCARF maya koleksiyonundan satin alindi. Bu S. cerevisiae suslarinin
tim genomlar1 sekanslanmis olup Cizelge 1’de verilen delesyonlardan baska mutasyon
icermedikleri bilinmektedir. Arastirmamizda kullanilan maya suslar1 yaban tip sus olarak
kabul edilen BY4741 (Y00000) (laboratuvar kodu olarak YST124) susuna izogenik suslardir.
Mutant suglar yaban tip sus ile izogenik olup stres yanit yolaklarinda islevi olan genleri
delesyonla silinmis suslardir. Mutant suglar olarak Haal, Warl, Msn2 ve Hogl genlerini

icermeyen suslar1 kullanilmistir.

Delesyonlu suslarin ilgili gende delesyon icerdikleri satin alinan S. cerevisiae suslari G418
(Geneticin) igeren petrilerde {retilerek dogrulandi ve bu delesyonlu suslarin G418
antibiyotigine dire¢li olduklar1 dogrulandi. Delesyonulu suslar daha once iiretici kurum

tarafindan tarafindan agiklandigi sekilde elde edilmistir (Brachman ve ark. 1998).

EUROSCARF’dan saglanan S. cerevisiae Ornekleri, ayr1 ayrt YPD (Yeast Extract, Peptone,
Dextrose) petrilerine ¢izgi ekimi yapilarak yeniden dretilmek ve canliliklarini dogrulamak
icin 30°C’de, 48 saat inkiibatdrde {iremeye birakildi. Uretilen maya suslarindan steril sartlarda
kirdan ile bir miktar 6rnek alinarak uzun sireli saklamak igin 1 ml %20’lik gliserol igeren
mikrofij tlplerinde suspanse edildikten sonra —80 °C’de depo edildi. YPD ortaminda {iretilen
maya suslar1 deneyler sirasinda sivi kiiltlir baglatmak i¢in +4 °C’de buzdolabinda muhafaza
edildi. S. cerevisiae suglarmin iiretilmesinde kullanilan besiyeri icerikleri ve bu besiyerlerinin
hazirlanmas1 (Rose ve ark. 1990) tarafindan agiklandigi sekilde yapildi (Rose, 1990).

Arastirma kullanilan besiyeri icerikleri ve diger ¢ozeltilerin hazirlanmasi Ek 1°de verildi.
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Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslar1 ve 6zellikleri.

ST Lab  Genotipi ve ilgili mutasyonlar EUROSCARF kodu

Kodu

YST124 MATa, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0. Y00000 (BY4741)

YST240 MATa, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0, Y 02724
YLR113w::kanMX4 (hogl mutanti)

YST299 MATa, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0, Y07117
YMRO037c::kanMX4 (msn2 mutanti)

YST320 MATa, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0, Y06734
YMLO76c::kanMX4 (warl mutanti)

YST321 MATa, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3AO0, Y07137

YPR008w::kanMX4 (haal mutanti)

3.2. GPD1-LacZ ve CYC1-LacZ Vektorlerinin Yapisi.

Bu tez aragtirmasinda kullanilacak olan CYC1 ve GPD1 genleri daha onceki ¢aligmalarda
hazirlanmig olup Cycl-lacZ ve GPD1-lacZ raportdr gen flizyonlari olarak laboratuvarimizda

mevcuttur.

Daha once yapilan c¢alismalar dogrultusunda CYCI1-lacZ gen fuzyonunu igeren plazmitin
genetik yapisi ve secilebilir markor genleri ile ilgili bilgiler yayimlanmistir (Guarente ve ark.
1982). Bu teze ait deneysel arastirmalarda kullanilmis olan CYCl-lacZ gen fiizyon
plazmitinin genetik yapisinin daha detayli incelendigi ve isimlendirdigi kaynaga gore orijinal
ad1 pLG A312°dir (Guarente ve ark. 1983). CYC1-lacZ gen fiizyon yapisina sahip plazmit P.J.
Farabaugh (University of Maryland, Baltimore County, Maryland, ABD) aracilig: ile temin
edilmistir, laboratuvarimizin plazmit stoklarinda bu sekilde mevcuttur. CYCl1-lacZ gen
fuzyon vektort 2uM-URA3 seklinde bulunan, maya plazmitleri seklinde olup hucrelerde ¢ok
kopyali sekilde olarak bulunur. Bu sekilde olan ekspresyon vektoriinde CYC1 geninin
promotor bolgesinin ilk ATG kodonundan (1.) baslayarak -312 b¢ uzunlugunda bulunan
promotor bolgesi kismi lacZ genine eklenmis halde bulunmaktadir. Bu calismada da

kullanilan ekspresyon vektorii ayn1 zamanda daha onceki yapilan arastirmalarda CYC1 geni
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promotor yapisinda bolgelerin belirlenmesi icinde kullanilmistir ve bdylece CYC1
transkripsiyonunu kontrol igin gerekliligi bulunan tiim diizenleyici elementleri igerdigi bolge

olarak rapor edilmistir. (Guarente ve ark. 1984).

Arastirmamizda kullanulan GPDI1-lacZ raportor gen flizyonu da GPD1 geninin kontrol
elementlerini igerdigi bilinen 516 bg lik promotor bolgesi bulunmaktadir. Bu promotor
bolgesi translasyon baglama bolgesine gore -693’den -177 bg araligindaki bolge olup lacZ gen
flizyonu olarak YEp vektorii lizerine klonlanmuistir (Rep ve ark. 1999). GPD1-lacZ gen
fiizyonundan yapilan transkripsiyonun S. cerevisiae'da genomik GPD1 geninden yapilan
transkripsiyonla dogru orantili olarak bulundugu da daha 6nce Rep ve ark. (1999) tarafindan
gosterilmigtir. GPD1-lacZ gen fuzyonu vektori Prof.Dr. S. Hohmann (University of

Gothenburg) tarafindan laboratuvarimizdaki arastirmalar i¢in daha 6nceden saglanmustir.

3.3. Saccharomyces cerevisiae Suslarina Transformasyon

GPD1-LacZ ve CYCl-LacZ gen fiizyonlarimi igeren plazmitlerin ilgili maya suslarina
transformasyonu i¢in daha 6nce agiklanan ve standart metod olan lityum asetat-polietilen
glikol metodu agiklandig1r sekilde degistirilmeden uygulandi (Rose ve ark. 1990).

Transformasyon metodu kisaca asagida aciklandigi sekilde uygulandi.

Transformasyon yapilacak S. cerevisiae suslart 25 ml’lik YPD besiyerinde standart sartlar
olarak kabul edilen 30 C sicaklikta ve 150 devir/dk karistirma hizi olan inkiibatorde
logaritmik agamaya kadar iiretildi. Bu agsamada maya hiicreleri 50 ml’lik falkon tiiplerine
alinarak masa istli santrifiijde 1000 g’de 5 dk ¢oktiiriildii. Coken maya peletleri 25 ml’lik
steril saf suda slispanse edilerek tekrar ¢okturuldu. Elde edilen maya pelletleri bu kez 1 ml,
0.1 M lityum asetatta siispanse edilerek mikrofiij tiiplerine aktarildi ve tekrar ¢oktiiriildii ve
tekrar 500 ul 0.1 M lityum asetat’da stispanse edildi. Bu maya siispansiyonlarindan taze
mikrofuj tuplerine 50 ul alindi ve bu maya karisimina asagida verilen sirada ve miktarda diger
cozeltiler ilave edildi.

240 ul PEG (steril %50°1ik stoktan)

36 ul 1 M LiAOc (taze hazirlanan stokdan)

6 ul denatiire Herring sperm DNA’s1
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4-5 ul (1-2 pg) plazmid DNA’s1 (GPD1-LacZ veya CYC1-LacZ plazmitlerinden)
64 ul dsH20 (son hacim 350 pl olacak sekilde streil saf su ilave edildi)

Maya transformasyon karigimina verilen ¢ozeltiler ilave edildikten sonra vorteksle son hizda 1
dk vortekslendi ve daha sonra 30 C’de etiivde 30 dk bekletildi. Bu siire sonunda bu kez
transformasyon karisimlar1 42 C’de su banyosunda 20 dk bekletildi. Bekleme siiresi sonunda
transformasyon karigimi1 mikrofiijde 12500 rpm de 1 dk santrifiij edilerek maya pelletleri elde
edildi, siv1 faz atildi. Maya pelletleri 500 pl steril saf suda yavasca siispanse edildi. Bu
transformant maya siispansiyonlarindan 100 pl alinarak Sc-Ura+dekstroz petrilerine steril
sartlarda yayma ekimi yapildi. Transformant maya suslarinin secici iireme ortaminda
tiremeleri i¢in petriler 30 C’de inkiibatorde maya kolonileri beklenen biiyiikliige erisinceye
kadar bekletildi. Bu siire maya susuna gore degismekte olup 6zellikle yavas tireyen mutant
suslarda 7-10 gilin kadar olabilmektedir. Arastirmamizda kullanilan maya suslarinin

transformantlar1 3-5 glin sonra beklenen biiytikligii erismistir.

Maya transformantlarinda raportdr gen aktivitesi tayini i¢in genellikle birincil transformant
koloniler kullanilmaz. Ciinkii bu transformant kolonilerde yeterince maya hiicresi bulunmaz.
Ayrica bazi transformantlar stabil olmayabilir. Transformant koloniler direkt olarak sivi
kiltiire ekildiginde ¢ok uzun bir lag asamasi1 vardir. Bu da bu tiir deneylerde tercih edilmez.
Bu nedenle s1vi1 kiiltiirler ekim yapmak i¢in tekrar daha fazla iiretilen ve stabil olduklar1 da
test edilen transformant pasajlar1 hazirlanmaktadir. Bu arastirmada kullanilan transformant

pasajlar1 da asagida agiklandigi gibi hazirlanmistir.

Elde edilen birincil transformantlardan 8-10 bagimsiz koloni secilerek tekrar taze Sc-Ura
+dekstroz petrilerine 0.5 x 0.5 cm ebatlarinda kiigiik pasajlar yapildi ve tekrar 30 C’de etiivde
inklbe edilerek bu kez pasajlarin iiremesi beklendi. Pasaj olarak iiretilen transformantlar bir
sonraki deneysel asama icin +4 C’de buzdolabinda bekletildi. Bu sekilde hazirlanan pasajlarin
hlcre ve plazmit kayb1 olmadan yaklasik 1 ay uygun sartlarda sakalanabilecegi bilinmektedir.

Transformant pasajlar siv1 kiiltiir deneyleri i¢in asagida verildigi sekilde kullanildi.
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3.4. S. cerevisiae Transformantlaria Asit Stresi Uygulamasi

Sitrik asit, asetik asit ve laktik asit belirlenen pHlarda 1.5 M stok c¢ozeltileri seklinde
hazirlandi1 ve devaminda sterilizasyon i¢in 0.45 mM’lik filtre kullanildi. Hazirlanan stok sitrik
asit, laktik asit ve asaetik asit ¢Ozeltilerinden repres ve derepres Greme ortamda logaritmik
seviyeye kadar Uretilen S. cerevisiae kiiltiirlerine, ayr1 ayr sitrik asit konsantrasyonu 300 mM
olacak sekilde, asetik asit 40 mM olacak sekilde tireme ortamlarina eklendi. Asit stresi
uygulanan maya kiiltiirlerinde standart {ireme sartlarinda 4 saat iiremeye birakildi. Ureme
streleri sonunda maya hicreleri masa Ustt santrifijde 5 dakika ¢oktiiriildii, sivi faz atildi.
Maya peletleri bu kez 1 ml steril saf suda suspans edildi ve mikrofiijde tekrar ¢oktiiriildii. Siv1
faz atild1, maya peletleri bu kez 200 ul B-galaktozidaz lizat hazirlama tampon ¢ozeltisinde (p3-
gal break buffer) pipetaj ve vorteks ile suspanse edildi. Hazirlanan maya siispansiyonlar1 gen

fiizyonlarindan yapilan transkript miktarlari tayin edilinceye kadar -80 C de depo edildi.

3.5. Gen Fiizyonlarindan Promotor Aktivitesi Tayini

GPD1-LacZ ve CYCl-LacZ gen fiizyonlarindan ekspres edilen [-galaktozidaz enzim
aktiviteleri kantitatif olarak olculerek belirlendi. p-galaktozidaz aktivitelerinin tayininde daha
once agiklanan standart yontem uygulandi (Rose ve ark. 1990, Guarantee 1983). Bolim
3.4°de agiklandigi sekilde iiretilen maya transformantlar1 200 pl B-galaktozidaz lizis tampon
cozeltisinde siispanse edildi. Bu maya siispansiyonlarina hiicre membranini permeabilized
etmek igin %0.1°lik SDS den ve %100’lik kloroformdan 20°ser ul ilave edildi ve 1 dk son
hizda vortekslendi. Bu agamada 10x100 mm’lik test tiiplerine 980 ul Z-buffer ilave edildi. Bu
Z-buffer i¢cine hazirlanan transformants hiicre lizatlarindan 10-20 pl ilave edilerek yavasca
karistirildi ve test tlipleri 30 C’deki su banyosunda optimum sicakliga ulasilmasi i¢in 3 dk
bekletildi. Lizat igeren test tliplerine B-galaktozidaz enzimi substrati olan ONPG ¢ozeltisinden
200 pl eklendi ve yavasga karistirildi. Bu asamada deney baslangi¢ zamani kayit edildi. Test
tiplerinde ONPG’nin  [B-galaktozidaz ile hidrolizi sonucu olusan sart rengin
spektrofotometrede Olciilebilecek araligina (ODa420=0.1-1.5) kadar gelisimi i¢in beklendi. Bu
renk tonu acik sar1 olarak kabul edildi. Beklenen renk olusumu siiresi sonunda gecen zaman

tekrar kayit edildi ve enzimatik reaksiyon test tiiplerine 500 ul 1M Na,COs eklenerek
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durduruldu. Test tiipleri masa {istii santrifiijde 1000 g’de 5 dk santrifiij edilerek hiicre lizatlar
coktiiriildi. Test tiiplerindeki sivi kisim 2 m1’lik spektrofotometre 6lglim hiicrelerine aktarildi
ve sividaki sar1 rengin 420 nm’deki absorbasi, lizat igermeyen kontrol reaksiyonuna karsi
tayin edildi. Hiicre lizatlarinin toplam ¢oziiniir protein konsantrasyonlar1 ise daha 6nce
aciklandigr sekilde standart Lowry metodu ile tayin edildi. Bunun i¢in 10x100 mm’lik test
tiplerine once 180 ul steril saf su alindi. Bu saf su igine 6nceki asamada hazirlanan hiicre
lizatlarindan 20 pl ilave edildi ve vorteksle karistirildi. Bu lizat ¢ozltisine 6nce 1 ml Lowry-C
¢ozeltisi ilava edildi, vortekle karistirildi ve 10 dk oda sicakliginda beklendi. Bu siire sonunda
test tliplerindeki lizat slispansiyonuna taze hazirlanmis 100 ul 1N folin ¢ozeltisi ilave edildi ve
karisim vorteks ile son hizda karistirildi. Bu asamada lizat karisimi1 oda sicakliginda 30 dk
bekletildi. Bekleme siresi sonunda test tupleri masa Ustl santrifijde 1000 g’de 5 dk santrifiij
edildi. Elde edilen siv1 faz 2 ml’lik spektrofotometre hiicrelerine aktarildi ve olusan mavi
rengin absorbansi spektrofotometrede OD7s0 nm’de lizat icermeyen kontrol reaksiyonuna
kars1 olgiildii. B-galaktozidaz aktiviteleri (initesi) dakikada hidroliz edilen nm ONPG/mg
protein olarak ifade edildi (nm ONPG/dk/mg protein). GPD1-LacZ ve CYCl-LacZ
transformantlar1 ilgili lireme ortamlarinda 2’serli olarak iiretildi. Herbir transformants maya
kultiriinden B-galaktozidaz aktivite tayinlei ise 3’1l set olarak yapildi. Deneyler en az bir kez
ayni kosullarda tekrarlandi. Sonuclar boliimiinde verilen B-galaktozidaz aktiviteleri yapilan en
az 12 B-galaktozidaz test sonuglarin ortalamasidir. Ayni maya susundan elde edilen
transformantlarin 3-galaktozidaz {initelerinin standart sapmalarinin %10 aralifinda oldugu

gorulmektedir.

3.6. Sitrik Asidin Hiicre Morfolojine Etkilerinin Incelenmesi

Sitrik asidin hticre morfolojisi tizerine olan etkileri direkt goriintiileme ile 151k mikroskobunda
40x ve 100x objektifleri, 10x okiiler kullanilarak lam-lamel arasi preparat ile incelendi.
Logaritmik agamaya kadar 10 ml YPD besiyerinde ve standart lireme kosullarinda {iretilen
yaban tip (BY4741: YST124) ve mutant S. cerevisiea hiicreleri bu asamada 5’er ml’lik iki
kisima ayrildi. Bu maya kiiltiirlerinden bir bdliimiine son konsantrasyonu 300 mM olacak
sekilde steril sitrik asit ilave edildi ve 3 saat daha standart sartlarda iireme birakildi. Ureme

stireleri sonunda bu maya kiiltiirlerinden 5 ml alinarak lam-lamel aras1 preparat hazirlandi ve
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151k mikroskobunda hiicre béliinme durumlar1 ve hiicre morfolojileri incelendi. incelenen

maya suslarinin mikroskop goriintiileri fotograflanarak sonuglar boliimiinde verildi.
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4- BULGULAR

4.1. Zayif Asitlerin CYC1 ve GPD1 Transkripsiyonuna Etkileri

CYC1 geni Cytochrome C, isoform 1 proteinini kodlamaktadir ve iki 6nemli islevi vardir.
Sitokrom C, i¢ mitokondrial membrana gevsek olarak baglanmis solubl bir proteindir ve
mitokondrial solunum zincirinin gerekli bir komponentidir. Ayrica, Cycl proteininin
mitokondriyal hasarlara yanit olarak apoptozu baslattigi bilinmektedir. GPD1 geni de NAD-
bagimli gliserol 3-fosfat dehidrojenaz enzimini kodlamaktadir ve hiicrede NAD/NADH
redoks dengesinin saglanmasinda ¢ok Onemli metabolitik gorevi vardir. Ayni zamanda
hiicrenin ozmotik strese karsi korunmasini saglayan gliserol biyosentezi icin de anahtar enzim

konumundadir.

Normal, zayif asit icermeyen ve diizgiin iireyebilmesi i¢in %2 glukoz iceren lireme ortami
igerisinde (repres sartlar) standart tireme kosullarinda CYC1 gen ekspresyonu 150+2 Unite
olarak bulundu. GPD1 gen ekspresyonu 1762492 (inite olarak bulundu. Ureme ortamlarina
tek tek sirasiyla Asetik asit, Sitrik asit, Laktik asit eklenen kiiltiirlerde CYC1'in ve GPDI'’in
transkripsiyonuna ortamdaki asit ¢esitine gore etkileri goriildii. Normal ortamdaki ekspresyon
seviyesi ile zayif asit eklenen ortamlardaki ekspresyon seviyesi sonuglari karsilastirildiginda
CYCL1 ekspresyonuna laktik asitin dnemli bir etkisinin olmadigini, sitrik asitin ise CYC1
transkripsiyonunu yaklasik %40 seviyesinde baskiladigi bulundu. Asetik asitin ise CYC1
geninin transkripsiyonunu yaklasik %50 oraninda baskiladig1 ve asetik asitin lireme ortamina
eklenmesi sonucunda CYC1 transkripsiyonunun 79£4 (niteye azaldigi bulundu. Sitrik asitin
tireme ortamina eklenmesi sonucunda bazal transkripsiyon seviyesi 123772 unite olan GPD1
ekspresyonunun 2.7-kat aktive edilerek 4848 tinite transkripsiyonun gergeklestigi bulundu.
Laktik asitin de GPD1 ekspresyonunu 2-kat aktive ettigi tayin edildi. Asetik asitin ise GPD1
transkripsiyonunda 6nemli o6lglde (yaklasik %30 oraninda) baskilamaya neden oldugu,
goruldu (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Farkli zayif asitlerin CYC1 ve GPD1’de repres sartlarda transkripsiyona etkileri
(*B-Galaktozidaz aktiviteleri nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir. £ SD:
Standart sapma degerlerini gostermektedir).

Gen Fiizyonlar: ve B-Galaktozidaz Aktiviteleri* (£ SD)
Ureme ortamu CYC1-LacZ GPD11-LacZ
Normal ortam 150 + 2 1762 + 92
+ Sitrik asit 100+ 4 4848 + 132
+ Laktik asit 140+ 4 3621 + 137
+ Asetik asit 79+4 1237 £ 72

Glukoz baskilamasi ile kontrol olan CYC1 geni %2 glukoz bulunan ortamda bazal seviyede
transkribe edilirken; disiik seviyede glukoz veya gliseraol laktat bulunan ortamda
transkripsiyonu aktive edilir. CYC1 geni kontrolii glukoz baskilamasi ile oldugundan, hem
normal iireme ortaminda (repres) hem de derepres sartlarda aradaki farki gérmek adina
zayif asitlerle derepres sartlarda deney yapildi ve sonuglari degerlendirildi. Glukoz
baskilamasinin olmadig1 (%2 gliserol/laktat) tireme ortamlarinda CYC1 ekspresyonu 344
unite olarak bulundu. Derepres iireme ortamlarina eklenen zayif asitlerin CYC1’in
transkripsiyonuna etkileri karsilastirildiginda; sitrik asitin CYC1 geni transkripsiyonunu
yaklagik 2-kat baskiladigi (repres sartlarda oldugu gibi) bulundu. Glukoz baskilamasinin
olmadig1 derepres ortamda (%2 gliserol/laktat) iiretilen maya transformantlarinda GPD1
ekspresyonu 2630 unite olarak bulundu. Derepres tireme ortamina eklenen zayif asitlerin
GPD1 geni transkripsiyonuna etkileri karsilastirildiginda sitrik asitin  bu genin

transkripsiyonunu yaklasik %40 oraninda artirdigi bulundu (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Sitrik asidin CYC1 ve GPD1’de derepres sartlarda transkripsiyona etkileri
(*Birim tanimlar1 Cizelge 4.1 de verildigi gibidir).

Gen Fiizyonlar: ve B-Galaktozidaz Aktiviteleri* (£ SD)

Ureme Ortami CYCl-LacZ GPD1-LacZ
Derepres ortam 344 + 16 2630 + 45
+ Sitrik asit 130+ 7 3501 + 84

4.2. Sitrik Asitin Derisime Bagh CYC1 ve GPD1 Transkripsiyonuna Etkileri.

Normal, zayif asit igermeyen ve diizgiin lireyebilmesi i¢in %2 glukoz igeren iireme ortami
igerisinde (repres sartlar) standart tireme kosullarinda CYC1 gen ekspresyonu 150+2 Unite
olarak bulundu. GPD1 gen ekspresyonu 1762+92 (nite olarak bulundu. Daha sonra reme
ortamlarina farkli konsantrasyonlarda sitrik asit eklendi ve gen ekspresyonlar1 tayin edildi
(Cizelge 4.3). Sitrik asidin farkli konsantrasyonlarinin CYC1 ve GPD1 gen ifadelerine etkileri
incelendiginde konsantrasyona bagli olarak CYCL geni trasnkripsiyonunda baskilanmanin
arttigi, en yiksek baskilanma oraninin ise sitrik asidin 300 mM olarak bulundugu ortamda
gergeklestigi bu konsanrasyonda CYCLl'in transkripsiyonunun %350 kadar baskilandigi
bulundu. GPD1 geni ekspresyonunda ise konsantrasyona bagli olarak onemli dercede
aktivasyon gergeklestigi ve en yiiksek aktivasyonun 300 mM sitrik asit varliginda

gerceklestigi bulundu (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Farkli sitrik asit derisimlerinin CYC1 ve GPD1 'de transkripsiyona etkileri
(*Birim tanimlar1 Cizelge 4.1 de verildigi gibidir).

Gen Fiizyonlar: ve B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(x SD)

Sitrik asit derisimleri

CYCl-Lacz GPD1-Lacz
Normal ortam 150+ 2 1762 + 92
+50 mM Sitrik Asit 126 + 3 3134 + 59
+100 mM Sitrik Asit 112+6 3247 £ 204
+200 mM Sitrik Asit 117 +5 3721 +103
+300 mM Sitrik Asit 100+ 4 4848 + 132

4.3. Asit Stresi Transkripsiyon Faktorlerinin CYC1 ve GPD1 Transkripsiyonuna
Etkileri.

S. cerevisiae da asit stresine yanit olarak aktive edilen transkripsiyon faktorleri Warl ve Haal dir.
Bu transkripsiyon faktorlerinin sitrik asit stresine yanit olusumunda CYCl1l ve GPD1
transkripsiyona etkileri de bu faktorelri igermetyen mutant suslar kullanilarak tayin edildi. HAAL
ve WAR1 genleri silinmis mutant S. cerevisiae suslarina transform edilen Cycl-LacZ ve Gpdl-
lacZ gen flizyonlariin ekspresyon seviyeleri normal kosullarda ve sitrik asit igeren lireme ortami
kosullarinda tayin edildi (Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5). CYC1 transkripsiyonunun mutant
suslarda normal ortamda ekspresyon seviyesinde onemli degisim gozlenmedi. Bu sonug
Warlp ve Haalp'nin CYCL transkripsiyonu i¢in normal kosullarda gerekli olmadigini
gostermektedir. Ancak, asit strei uygulanan kosullarda da mutant suslarda yaban tip maya
susunda oldugu seviyede CYC1 transkripsiyonunda baskilanma oldugu goriildii. Bu durum
CYC1 geni transkripsiyonunun asit stresi kosullarinda basilanmasinda Haalp veya Warlp nin

yer almadigini gostermektedir.
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Cizelge 4.4. Warlp ve Haalp CYCL transkripsiyona etkileri (*Birim tanimlar1 Cizelge 4.1 de
verildigi gibidir).

.. Maya Suslari ve B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(x SD)

Ureme ortami

kosullari YST124 YST321 YST320
(YYaban tip) (ahaal mutanti) (awarl mutanti)

Normal ortam 150+ 2 197+ 34 145 £+ 20

+0.3 M Sitrik Asit | 100 + 4 103+1 104+ 14

GPDL1 geni ekspresyonuna Warlp ve Haalp nin etkileri incelendiginde bu faktorlerin GPD1
de normal kosullarda bazal transkripsiyona etkilerinin olmadig1 goriildii. HAA1 ve WAR1
genleri silinmis mutant suslarda da GPD1 geni ekspresyon seviyesinin ortalama 1800 unite
olarak gerceklestigi goriilmektedir (Cizelge 4.5). Sitrik asit stresinin uygulandig: kosullarda
ise GPD1 ekspresyonunun haal ve warl mutant suslarinda 800-1000 iinite kadar azaldig
(ortalama %20-25) bulundu. Bu durum transkripsiyon faktorleri Haalp ve Warlp'nin GPD1
geni transkripsiyonunun aktivasyonu i¢in kismen de olsa gerekli oldugunu gostermektedir

(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Warlp ve Haalp’nin GPD1 transkripsiyona etkileri (*Birim tanimlar1 Cizelge
4.1 de verildigi gibidir).

.. Maya Suslar ve B-Galaktozidaz Aktiviteleri* (x SD)

Ureme ortami

kosullar YST124 YST321 YST320
(Yaban tip) (ahaal mutanti) (awarl mutanti)

Normal ortam 1762 + 2 1835 + 155 1807 + 130

+0.3 M Sitrik Asit 4848 + 132 3835 £ 3902 4048 + 515
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4.4. Genel Stres Faktoriit Msn2p’nin CYC1 ve GPD1 Transkripsiyonuna Etkileri.

S. cerevisiae'da stres kosullarinda aktive edilen diger bir transkripsiyon aktivatori de
Msn2p'dir. Bu faktoriin sitrik asit stresi kosullarinda CYC1 ve GPD1 transkripsiyonuna
etkileri de incelendi. MSN2 geni silinmis mutant S. cerevisiae susunda CYC1-LacZ ve GPD1-
LacZ gen ifadesi sevileri tayin edildi. Normal {ireme kosullarinda yani sitrik asit icermeyen
tireme kosullarinda hem CYC1 ve hem de GPD1 ranskripsiyonunun yaban tip S. cerevisiae
susu seviyelerinde gerceklestigi tayin edildi (Cizelge 4.6). Ancak sitrik asit kosullarinda
GPD1 transkripsiyonun aktivasyonunun yaban tip susa gore c¢ok diisiik seviyede oldugu
goriildi. Sitrilk asit stresine yanit olarak yaban tip susta 4800 {inite olan transkripsiyonun
msn2 mutant susunda 2000 tinite kadar ger¢eklestigi bulundu. Bu sonug bize Msn2p nin sitrik
asit stresine yanit olarak GPD1 transkripsiyonunun aktivasyonun da gerekli oldugunu
gostermistir. CYCL transkripsiyonun da ise sitrik asit kosullarinda normal ortama gore
degisiklik olmadig1 trasnkripsiyonun ayni seviyede kaldigi bulundu (Cizelge 4.6). Bu durum
sitrik asite bagli olarak CYCl'de gergeklesen baskilamada Msn2p nin islevi oldugunu
gostermektedir. Msn2p nin sitrik asit stresine yanit olarak CYC1 genini baskilayan bir faktorii

aktive ettigi diisiiniilebilir.

Cizelge 4.6. Msn2p’nin CYC1 ve GPD1’de transkripsiyona etkileri (*Birim tanimlar1 Cizelge
4.1°de verildigi gibidir).

Gen Fiizyonlan ve B-Galaktozidaz
Ureme ortami kosullar: Aktiviteleri*(+ SD)

CYC1-Lacz GPD11-Lacz
Normal ortam 162+1 1777 £ 46
+300 mM Sitrik Asit 168 + 11 2010 + 36
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4.5. Hoglp’nin CYCL1 ve GPD1 Transkripsiyonuna Etkileri.

Hoglp kinaz stres faktorleri ile aktive edilir. GPD1 transkripsiyonunda ozmotik stres
kosularida (6rnegin 1 N NaCl veya %10 glukoz gibi) islevi oldugu bilinmektedir.
Arastirmamizin bu agamasinda sitrik asit stresine bagli CYC1 ve GPD1 geni regilasyonunda
Hoglp kinazin islevi olup olmadigi da test edildi. Bunun i¢gin HOG1 geni silinmis mutant S.
cerevisiae susu kullanildi. Normal kosullarda ve sitrik asit stresi uygulanmis {ireme
kosullarinda CYC1-LacZ ve GPD1-LacZ gen ekspresyon sevileri karsilastirmali olarak analiz
edildi (Cizelge 4.7). Beklenmedik bir sekilde Hoglp kinaz aktivitesinin CYC1 geni
transkripsiyonu i¢in gerekli oldugu bulundu. Yaban tip maya susunda 150 {inite olan CYC1
transkripsiyonunun hogl mutant susunda normal kosullarda 86 iiniteye diistiigii ve sitrik asite
yanit olarak da CYC1 geninde bu mutant susta baskilanma olmadigi bulundu (Cizelge 4.7).
Bu durum Hoglp kinzain CYC1 geni transkripsiyonu i¢in hem normal kosullarda ve hem de

sitrik asit stresi kosullarinda gerekli oldugunu gostermektedir.

GPDL1 transkripsiyonunda ise beklendigi sekilde bazal transkripsiyonun normal kosullarda
yaban tip maya sunundaki ekspresyon seviyesine gore azaldigi bulundu. Normal yaban tip
maya susunda 1762 iinite olan GPD1 transkripsiyonunun hogl mutant susunda 719 iiniteye
azaldig1 goriilmektedir (Cizelge 4.7). Ayrica, sitrik asit stresine yanit olarak yaban tip maya
susunda goriilen 2.5-kat aktivasyonun hogl mutant susunda gerceklesmedigi de
goriilmektedir. Bu durum Hoglp kinaz aktivitesinin hem normal kosullarda ve hem de sitrik
asit stresine yanit olarak GPD1 transkripsiyonu aktivasyonunda gerekli oldugunu

gostermektedir (Cizelge 4.7)
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Cizelge 4.7. Hoglp’nin CYCI ve GPD1 'de transkripsiyona etkileri (*Birim tanimlar1 Cizelge
4.1 de verildigi gibidir).

Gen Fiizyonlan ve B-Galaktozidaz
Ureme ortami kosullar Aktiviteleri*(+ SD)

CYC1-Lacz GPD11-LacZ
Normal ortam 865 719+ 12
+300 mM Sitrik Asit 96 £+ 8 726 £ 22

4.6. Asit Stresinin Hiicre Dongusu ve Morfolojisine Etkileri

Sitrik asit stresinin hiicre morfolojisine olan etkileri de mikroskobik olarak analiz edildi. Hem
yaban tip ve hem de hogl mutant susu maya hicreleri normal ortamda (YPD) ve sitrik asit
iceren ortamda Uretildi. Normal ortamda Uretilen yaban tip maya hicre morfolojilerinde
tomurcuklanma oranlarinda ve tomurcuklanma durumlarinda (mitoz ve hiicre dongiisii
asamalar1 morfolojilerinde) daha once rapor edilen morfolojik durumlardan farklilik olmadig:
goraldi (Sekil 4.1). Verilen mikroskop goriintiisiinde S fazi (kiigiik tomurcuklu), esit
tomurcukulu (G2 veya M fazi1) ve tomurcuksuz (G1 fazi) hiicreleri goriintii alaninda tespit
edildi. Ancak, sitrik asit igeren ortamda fiiretilen maya hiicrelerinde G1 asamasi hiicrelerinin
azaldig1 hiicrelerin daha ¢ok G2 ve M asamasinda oldugu goriildii. Ayrica, bazi hiicrelerde
mitoz asamasi bitmeden ikinci bir tomurcuklanmanin da bagladig1 goriildi (Sekil 4.2). Bu
durum sitrik asit stresinin hiicre dongiisiine etki ettigi ve mitozda hiicrelerin ayrismasinda

anomaliye neden olabilecegini 6ne siirmektedir.

Sitrik asidin hogl mutant susunda hiicre dongiisii ve mitoza etkileri de normal ortamda ve
sitrik asit iceren lireme ortamlarinda karsilagtirmali olarak mikroskopta analiz edildi. Normal
ortamda yaban tip hiicreler gore herhangi bir hiicresel anomali gézlenemedi. Sitrik asit stresi
uygulanan ortamda ise yaban tip maya hiicrelerinde oldugu gibi tomurcuklanma seklinde (G2

ve M fazinda) anomaliler oldugu goriildii (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).
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Sekil 4.1. Normal iireme ortaminda yaban tip (YST124) maya hiicrelerinin goriintiisii.

Sekil 4.2. Yaban tip maya hiicrelerinin morfolojisine sitrik asit stresinin etkisi
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Sekil 4.3. Normal iireme ortaminda Ahogl mutant (YST240) maya susu hiicrelerinin
goruntusa.

Sekil 4.4. Sitrik asit stresinin maya hucrelerinde hiicre bolinmesi Uzerindeki etkilerinin
analizi. Sitrik asit stresinden kaynaklanan anormal tomurcuklanma modelleri, 151k mikroskobu
altinda agikca gorulebilir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Mikroorganizmalar bulunduklar1 iireme ortamlarina cesitli organik asitleri salgilamaktadir.
Mikroorganizmanin tiiriine gore degisim gosterebilen bu organik asitler; asetik asit, sitrik asit
ve laktik asittir. Asetik asit, sitrik asit, laktik asit gibi zayif organik asitler, endiistriyel alanda
tireme ortamlarinda dogal olarak bulunabilecekleri gibi ¢ogunlukla mikrobiyal tremeyi

engellemek amaciyla gida katki maddesi olarak da yaygin kullanilmaktadirlar.

Asetik asit, laktik asit, sitrik asit gibi bu zayif organik asitler S. cerevisiae hiicrelerinde asit
stresi olarak tanimlanan metabolik yaniti olusturmaktadirlar. Bu metabolik yanitta Msn2p,
Haalp, Warlp, Hoglp gibi transkripsiyon faktorleri yer almaktadir. Msn2p genel stres
yanitinda gorev alarak birgok genin transkripsiyonunu kontrol etmektedir. Mayanin asetik
asite hizl1 adaptasyonu igin transkripsiyon faktorii olan Haalp gerekmektedir (Fernandes ve
ark. 2005). Ozellikle Haalp dogrudan ya da dolayl: olarak, spesifik bir sekilde, asetik asit ile
indiiklenen gen ifadesini yaklasik olarak % 80 diizenlemektedir (Mira ve ark. 2011).

HOG MAPK yolag: hiperozmotik stres ortaminda aktifleserek maya hiicrelerinde gliserol
sentezini saglar ve hiicrelerin stresi tolere edebilmesi icin gereklidir. Hiperozmotik stres,
hiicre zarindaki Slnlp ve Sholp reseptorleri ile algilanip sitoplazmadaki MAPKKK ’lara
aktarilmaktadir. Sonugta bir tir protein kinaz olan Hoglp fosforlanarak niikleusa geger ve
ilgili transkripsiyon faktorlerine etki ederek, ozmotik strese yanit olarak bazi genlerin
transkripsiyonlarinin aktive edilmesini saglamaktadir (Mager ve Siderus, 2002). MAPK HOG
yolag sitrik asit direncini diizenlemektedir (Lawrence ve ark. 2004). Hiicrelerin sitrik asite

maruz kalmasi sonucunda Hoglp fosforlanarak aktif hale gelmektedir.

Arastirmamiz sonucunda elde edilen verilere goére, CYC1 geni bazal transkripsiyonunun sitrik
asit ve asetik asit stresi tarafindan en az %350 baskilandigl, laktik asitin ise CYC1
transkripsiyonuna etkisinin olmadigr gorildu. Arastirmamizda bu asitlerin etkileri sub-letal
seviyede tek doz olarak ve asenkronize hiicre kiiltiirlerinde logaritmik asamada incelendi.
Sitrik asit ve laktik asitin CYCL1 transkripsiyonunu baskiladigi, GPD1 transkripsiyonunu ise

aktive ettigi bulundu. Asetik asit ve sitrik asitin arastirmamizda incelenen promotorlara olan

43



etkilerinin kiimiilatif veya sinerjistik olup olmadig1 da ayni1 anda iki asit stresi uygulanarak
incelendi. Elde edilen sonuglar ciftli asit stresinin de tek asit stresi gibi etki ettigini
gostermistir. Asetik asit varliginda yaptigimiz arastirma deneylerimiz sonucunda ise hem
CYC1 hem de GPDL1 transkripsiyonunda énemli bir 6lgiide baskilanmaya neden oldugu tespit

edildi. Asetik asidin maya hiicrelerinde apoptozu indiikledigi de bilinmektedir.

CYC1 ve GPD1 genleri transkripsiyonlar1 glukoz baskilamasi ile kontrol edilen genlerdir.
Ureme ortamlarinda glukoz varliginda bu genlerin transkripsiyonlar1 bazal seviyede ve siirekli
yapilmaktadir. Ureme ortaminda fermente edilemeyen karbon kaynagi bulundugunda ise her
iki genin de promotor bolgelerine baglanan faktorler hizli bir sekilde degiserek
transkripsiyonlari yeniden programlanmakta ve promotor yapilar1 bazal durumdan aktive
edilmis duruma ge¢mektedir. Arastirmamizin bir bolimiinde sitrik asit stresinin CYCL1 ve
GPD1 promotorlarinin baskilanmig/bazal durumdan aktive edilmis duruma gegiste asit
stresinin etkisi incelendi. Elde edilen sonuglar sitrik asit stresinin CYC1 transkripsiyonunun
aktivasyonunu engelledigini gostermektedir. GPD1 transkripsiyonunda ise sitrik asit stresi
dolayisiyla aktivasyonun tam olarak gerceklesemedigi, aktive edilmis transkripsiyon

seviyesine gore GPD1 transkripsiyonunda azalma oldugu géruldu.

Arastirmamizda sitrik asitin ortamda varligi, CYCL geni transkripsiyonunu énemli 6lgiide
baskiladigi fakat GPD1 transkripsiyonunu 3-4 kat artirarak aktive ettigi tayin edildi.
Transkripsiyon faktorleri olan Msn2p, Haalp, Warlp, ve Hoglp nin de sitrik asite yanit
olusumunda CYC1 ve GPDI1 genleri regiilasyonunda islevleri olup olmadigi da incelendi. Bu
incelemede verilen transkripsiyon faktorlerinin delesyonla silindigi mutant S. cerevisiae
suslart kullanildi ve elde ediledn sonuglar yaban tip maya susu ile elde edilen sonuglar ile
karsilastirilarak analiz edildi. Asit stresi sartlarinda msn2, haal, warl mutantlarinin asit
stresine yanitta CYC1 ve GPDL1 geni transkripsiyonunda kismen etkisi oldugu bulundu. Bu
transkripsiyon faktorlerine ek olarak asit stresi ile aktive edilen protein kinaz olan Hoglpnin
de CYCL1 ve GPD1 geni transkripsiyonuna etkileri incelendi. Elde edilen sonuclar 6zellikle
GPD1 geni transkripsiyonunda sitrik asit stresine bagli olarak goriilen aktivasyounun

tamamen Hoglpye bagh oldugunu gostermektedir.
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S. cerevisiae yaban tip ve mutant suslarinda hiicre dongiisii kontrol mekanizma noktalari
hakkinda birgok calisma yapilmistir. Hiicre dongisiiniin baslangici olabilmesi igin, yani
mitotik dongiiniin meydana gelebilmesi i¢in, baslangi¢ asamasinda sinir noktasinin asilmasi
gerekmektedir. Eger bu smir noktasi asilamiyorsa hiicre dongisi Gl fazinda bloke
olmaktadir. G1 fazin1 gegip ilerleyen hiicre dongiisii i¢in S fazi devaminda G2/M fazlari
arasinda bir sinir kontrol noktas: daha bulunmaktadir. Burada ki kontrol noktasin1 agamayan

hiicreler tetraploid bir halde kalmaktadirlar (Amon 1999).

Septinler, bitkiler harig, mantarlarda, memelilerde ve simdiye kadar incelenen tim
okaryotlarda bulunan yiiksek oranda korunmus hiicre iskeleti bilesenleridir (Barral ve ark.
2000). Septin proteinleri, plazma membraninin altinda bulunan filamentlere toplanmaktadir.
Cok hiicreli organizmalarda, boliinen hiicre araliklarinda ve diger kortikal bolgelerde
bulunmaktadirlar. Lokalizasyonlarina uygun olarak, septinlerin maya hiicrelerinde sitokinez

icin gerekli oldugu gosterilmistir (Asamayor ve Snyder 2004).

S. cerevisiae, hiicre dongusi regilasyonunun analizi igin iyi bir model sistemdir. Aslinda,
mayalarda hiicre dongiisii asamalar1 mikroskobik goriintiilerle kolayca tanimlanabilmektedir.
Mayalarda hiicre dongiisii regiilasyonunun (Cln, Cdk, Cki) genetik bilesenleri bulunmustur
(Hartwell ve ark. 1973). Arastirmamizda sitrik asit stresinin mayalarda hiicre dongiisii
ilerlemesi iizerindeki etkileri de analiz edildi. Ik asamada maya hiicreleri sitrik asit ortaminda
uretildi. 4 saatlik inkiilbasyondan sonra iiretilen S. cerevisiae hiicreleri mikroskop ile direkt
goruntuleme ile hicre morfolojileri incelendi. Sitrik asite maruz birakilan S. cerevisiae
hiicrelerinde septin mutantlarinda goriilen fenotipik 6zellikler (¢oklu tomurcuklanma gibi)
ortaya ¢iktig1 bulundu. Bu nedenle sitrik asit stresinin Cdc28p ve septinlere etki ederek

boélinmede anomaliye neden oldugu diisiiniilmektedir.
Elde edilen aragtirma sonuglar1 zayif asit stresinin hiicrelerde GPD1 ve CYCI1 gibi 6nemli

metabolik islevleri olan genlerde transkripsiyonu ve ayrica hiicre boliinmesini etkiledigini

gostermektedir.
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EK 1. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

1: Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz (YPD) (Tam Besiyeri)

10 g yeast ekstrakt ve 20 g pepton saf suda ¢ozildl. Kati besiyeri (petriler) i¢in, sivi besiyeri
ortamina 20 gram/litre olusturacak sekilde Agar agar eklendi ve 121°C sicaklikta, 25 dk steril
edildi. Karbon kaynagi olarak %20°lik stok ¢Ozelti halinde glikoz hazirlandi, 121°C’de 25
dakika otoklavda steril edildi. Glikoz, kullannmimndan 6nce besiyerlerine son konsantrasyonu
%?2 olacak sekilde ortama ilave edildi. Tam besiyeri S. cerevisiae suslarinin transformasyon

Oncesi rutin tiremesi i¢in kullanildi.

2: Urasil Icermeyen Sentetik Tam Besiyeri (Sc-Ura)

Sc-Ura besiyerini hazirlamak igin 1.7 gram/litre Yeast Nitrogen Base (YNB), 5 gram/litre
Amonyum slfat distile suda ¢ozulip, otoklavda steril edildi. Otoklavdan sonra Sc-Ura amino
asit karisimi1 xx gram/litre olacak sekilde saf suda ¢oziildi ve 0.45 mm’lik disk filtre ile steril
edilerek verilen konsantrasyonlarda besiyerine eklendi.

Sc-Ura kat1 besiyerleri i¢in 20 gram/litre olacak sekilde Agar agar ilave edildi. Glukoz son
konsantrasyonu %2 olacak sekilde %20’lik steril stok ¢o6zeltiden deneydeki kullanimdan
hemen once ilave edildi. Derepres sartlar i¢in son konsantrasyon %0.1 olacak sekilde steril

glukoz ilavesi yapildi.

3: Lityum Asetat Cozeltileri (1M ve 0,1M)
Lityum asetat (Molekiil agirligi: 102,02) 1M olacak sekilde saf suda hazirlandi ve 0,45 pm

por capli steril disk filtreler ile steril edildi. Maya transformasyonu i¢in kullanildi.
4: Polietilen Gilikol (%650 PEG)

Polietilen Glikol (PEG) (Molekiil agirhigi: 3,350) distile suda %50’lik stok cozelti olarak
hazirlanip, 121°C’de 25 dk otoklavda steril edildi. Maya transformasyonu i¢in kullanildi.
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5: Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) (%0,1) ve Kloroform Cozeltileri
Sodyum dodesil sulfat (SDS), steril distile suda %0,1°lik stok ¢6zelti olarak hazirlandi.
Kloroform seyreltilmeden, dogrudan stoktan kullanildi. Bu cozeltiler maya hiicrelerini

permeabilized ederek hiicre lizat1 hazirlamak i¢in kullanildi.

6: Lizis Tampon Cozeltisi ( Break Buffer)

Lizis Tampon Cozeltisinin (Break Buffer) Bilesenleri:
100 mM Tris.HCI (pH: 8)

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

%20 Gliserol

4 mM Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF).

7: B- Galaktozidaz Tampon Cozeltisi (Z Buffer)
Z Buffer igerigi:

60 mM NazHPO4.7H20,

40 mM NaH2PO4.H20,

10 mM KCl,

1 mM MgS0a4.7H20

50 mM B-Merkepto-etanol ¢ozeltisi

Yukarida belirtilen son konsantrasyonlarda, steril distile su ile hazirlanip +4°C’de saklandi

8: Lowry Cozeltileri

I: Lowry A cozeltisi:

20 g Na2CO3 ve 4g NaOH, toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda ¢6zildu.
Il: Lowry-B1 ¢ozeltisi:

1 g CuSOs, toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile ¢Ozilup, +4 °C’de depolandi.
I11: Lowry-B2 ¢ozeltisi:

2 g Sodyum potasyum tartarat, toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile ¢6zullp, +4
C’de depo edildi. (Stok ¢ozelti)

IV: Lowry-C cozeltisi:

Her deney icgin, Lowry-A, Lowry-B1 ve Lowry-B2 stok c¢ozeltilerden belirlenen

konsantrasyonda taze olarak hazirlandi.
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Lowry-C Cézeltisinin Icerigi:
24,5 ml Lowry A,
250 ul Lowry B1,
250 ul Lowry B2.

9: ONPG (O-Nitrofenil p-D-Galaktopiranozid)
ONPG (Sigma N1127), en son konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde Z-tampon cozeltisi

i¢inde hazirlanip, +4°C’de saklandi.

10: Zayif asit stok c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Sitrik asit tri-protik asit oldugundan 3 farkli pKa degeri vardir. Bunlar pKal: 3.08, pKa2:
4,74, pKa3: 5.40 dir. Sitrik asitin farkli konsantrasyonlarinin ve farkli pKa'larimin CYC1 ve
GPD1 geni ekspresyonuna ve hiicre morfolojisine etkilerini belirlemek igin 6nce 3 farkli
pH“da 1.5 M stok sitrik asit ¢ozeltisi hazirland1 ve 0.45 mM filtre ile steril edildi. Bu stok
sitrik asit cozeltisinden repres ve derepres sartlarda diretilen logaritmik asamadaki S.
cerevisiae Kiiltiirlerine son konsantrasyonlari 25 mM (83 ul), 50 mM (166 pl), 100 mM (332
ul), 200 mM (664 pl) ve 300 mM (1 ml) olacak sekilde ilave edildi. Sitrik asit ilave edilen
maya kiiltiirleri standart sartlarda 4 saat tretildi. Daha sonra - galaktozidaz aktiviteleri tayini

i¢in kullanildu.
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EK 2. - Galaktozidaz Aktivitesi Hesaplanmasi

B-Galaktozidaz aktivitesi asagida verilen formiile gore hesaplandi.

Aktivite: (ODa4z2ox 1.7/0.0045)/(txVXP)

ODg4z0: Sar1 rengin absorbansi

1.7: Sart rengin bulundugu tiipiin hacmi (980ul Z buffer, 20ul lizat, 200ul ONPG, 500 pl
NaCO3)

0,0045: ONPG’nin molar absorbsiyon katsayis1

t: B-galaktozidaz reaksiyon suresi (dakika)

V: B-Galaktozidaz ol¢timiinde kullanilan hiicre lizatt hacmi (ml)

P: Hiicre lizatlarinin protein konsantrasyonlar1 (mg/ml)

B-Galaktozidaz aktivitesi biririmi, dakika basma hiicre lizatindaki 1 mg ¢6zUnir protein
icindeki B-Galaktozidaz enzimince hidroliz edilen nmol ONPG (nmol ONPG/dk/ mg protein)

cinsinden verilmistir
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