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Maya retrotranspozonu Tyl, viriislerin retroviridae gurubunda yer alir ve maya
hiicrelerinde retroviriislere benzer bir mekanizma 1ile ¢ogalir. Herhangi bir
transkripsiyon faktorii kodlamadigi icin transkripsiyonunun diizenlenmesi tiimiiyle
maya tarafindan kodlanan faktorlere baglidir. Bu c¢alismada haploid ve diploid S.
cerevisiae hiicrelerinde retrotranspozon Tyl transkripsiyonunun glukoz sinyali ve
ozmotik strese yanit olarak nasil etkilendigini arastirilmistir. Tyl transkripsiyonun tupl
mutant1 haploid S. cerevisiae hiicrelerinde 3 kat azaldigi, homozigot tupl mutanti
diploid hiicrelerde ise Tyl transkripsiyonunun yaban tip diploid hiicrelerdeki Tyl
transkripsiyonuna kiyasla degismedigi go6zlenmistir. Bununla birlikte, haploid S.
cerevisiae hiicrelerinde Tyl transkripsiyonunun diizenlenmesinde glukoz sinyali ve
ozmotik stresin Onemli bir rolii olmamakla birlikte, diploid hiicrelerde Tyl
transkripsiyonu glukoz sinyaline ve ozmotik strese yanit olarak diizenlenmektedir ve bu
diizenlemeler Tuplp’ye bagli olarak gerceklesmektedir. Ayrica, Tyl transkripsiyonunun
Tuplp araciligi ile diizenlenmesinde Snf2p ve Ada2p de gerekli gerekmektedir. Tyl
transkripsiyonun tecl mutant1 haploid S. cerevisiae hiicrelerinde 3 kat azaldigi
gbzlenmistir. Buna ek olarak, Hoglp’nin ve Skn7p’nin ozmotik strese yanit olarak Tyl
transkripsiyonunun diizenlenmesinde fazla bir etkisi olmadigi, fakat Skn7p’nin Tyl
transkripsiyonunu yaklasik 2 kat aktive ettigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Tyl, Tupl, Skn7, Glukoz Sinyali, Ozmotik Stres, Transkripsiyon,
Retrotranspozon.
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ABSTRACT
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The yeast retrotranspozon Tyl belongs to retroviridae group and propagates with
a retroviral-like mechanism within yeast cells. Tyl does not encodes any transcription
factors and hence its transcriptional regulation is completely depends on the yeast
encoded factors. In this study, we have analyzed the transcriptional response to glucose
signaling and osmotic stress of retrotransposon Tyl in haploid and diploid cells. The
transcription levels of Tyl decreased at least 3-fold in haploid tupl mutant S. cerevisiae
cells. However, Tyl transcription levels in homozygous tupl mutant diploid S.
cerevisiae cells were similar with Tyl transcription levels of wild-type diploid cells.
The correlation of transcription levels in repressed, derepressed and osmotic stress
conditions indicate that Tuplp involves regulation of Tyl transcription in response to
glucose signaling and osmotic stress. Tyl transcription is not regulated in response to
glucose signaling and osmotic stress in haploid cells. In contrast to this, Tyl
transcription is regulated in response to glucose signaling and osmotic stress in diploid
cells and these regulations depend on Tuplp. Moreover Tuplp requires Snf2p and
partially Ada2p for Tyl transcription. The transcription levels of Tyl decreased at least
3-fold in haploid tecl mutant S. cerevisiae cells. Though Hoglp and Skn7p is not
essential for the regulation of Tyl transcription in response to osmotic stress, Skn7p
activates Tyl transcription at least 2-fold.

Key words: Tyl, Tupl, Skn7, Glucose signaling, Osmotic stress, Transcription,
Retrotransposon.
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1- GIRIS

Genetik igeriginin degismeden korundugu sanilan kromozom yapisinin ve gen
ifadelerinin, 1951 yilinda McClintock tarafindan ilk defa misir bitkisinde kesfedilen
hareketli genetik elementlerce degistigi bulunmustur (McClintock 1951, McClintock
1956, Peterson 1970). Bu hareketli genetik elementler, misir (Zea mays) bitkisinden,
insana kadar birgok eukaryotik canlida goriilmektedir. Bu elementler, genom igerisinde
DNA veya RNA araciligiyla yer degistirmelerine gore iki farkli gruba ayrilmis olup,
sirastyla transpozonlar ve retrotranspozonlar olarak adlandirilirlar. S. cerevisiae
genomunda bulunan, Ty (Transposon Yeast) elementleri retrotranspozonlar grubuna
dahil olup 1979 yilinda John R. Cameron ve arkadaslari tarafindan bulunmustur
(Cameron ve ark. 1979). Ty elementleri retroviriislere benzemekle birlikte,
retroviriislerden envelop (ENV) proteini kodlamamalar1 ve enfeksiyona neden
olmamalariyla ayrilirlar (Wickner 1989, Boeke and Sandmeyer 1991, Gabriel and
Boeke 1993, Ciriacy 1995, Roth 2000).

Ty elementleri yaklasik olarak 5.3-6 Kb¢ uzunlukta ve S. cerevisiae genomunun
%3.1°ni olugturan elementlerdir. Ty elementleri 5' ve 3' uglarinda bulunan LTR (Long
Terminal Repeats) dizilerine gore 5 farkhi smifa (Tyl-Ty5) ayrilir. Bu LTR dizileri
yaklasik olarak 335 bg. uzunlugunda olup farkli 6zelliklerden dolay1r Tyl ve Ty2’de
delta, Ty3’te sigma, Ty4’te tau ve Ty5’te pseudo x olarak adlandirilmaktadirlar (Clark
ve ark. 1988, Janetzky ve Lehle 1992). Ayrica Tyl, Ty2 ve Ty4 genom dizilerindeki
benzerlik nedeniyle, Retrovirales Ordo’sunun Pseudoviridae Familyasinin Pseudoviriis
Genusu igerisinde siniflandirilmigken, Ty3 farkli genom yapis1 nedeniyle, Retrovirales
Ordo’sunun Metaviridae Familyasmin Metavirlis Genusu igerisinde yer almaktadir
(Capy 2005). Bu elementlerden Tyl ve Ty2 birbirlerine %95 homoloji gostermekte
olup, Tyl en fazla transkribe edilen maya retrotranspozonudur.

Bir haploid S. cerevisiae 'da genom basmma Ty ailesi kopya sayis1 bir gruptan
digerine degismektedir. Haploid genom basina yaklasik 35 adet Tyl, 5-15 adet Ty2, 1-3
adet Ty4 elementi bulunmaktadir (Hansen ve ark. 1988, Farabaugh ve ark. 1989,
Janetzky ve Lehle 1992, Voytas ve Boeke 1992). Ty elementlerinin replikasyonlari
sonucu, mutasyonlar, genom organizasyonlart ve ¢cDNA rekombinasyonlar1 meydana

gelmektedir. Yapilan arastirmalar, Tyl, Ty2 ve Ty3’iin 6zel kromozom boélgelerine



integre olduklarint gostermektedir. Tyl ve Ty3 RNA Pol Il tarafindan transkribe edilen
genlerin 5' bolgesine integre olurken, Ty5 telomerlere yakin integre olmayi tercih
etmektedir. Ty elementlerinin transkripsiyonlar1 tek bir RNA pol (RNA pol II)
tarafindan yapilmakta olup, tek ¢esit mRNA sentezlenir. Bu mRNA’nin translasyonu
sonucu retroviriislerdeki gag proteinine analog bir TYA proteini ve pol proteinine
analog TYB proteini olusur (Boeke ve Sandmeyer 1991). TYB proteini TYA-TYB
flizyon proteini seklinde olusmaktadir. TYA polipeptidinden kesimler sonucu, Viriis
benzeri partikiillerin (Ty-VLP) kapsid kism1 olusturulurken, TYA-TYB flizyon proteini
%20 ihtimalle ve ribozomal frameshift sonucu olusur. Bu flizyon polipeptidinden de
kesimler sonucu, proteaz, revers transkriptaz RNaz-H ve integraz proteinleri olusur.
Olusturulan viriis benzeri pargagiklar1 (VLP) icerisinde iki adet Ty mRNA’s1 ve revers
transkripsiyonda kullanilmak iizere bir adet tRNA bulunmaktadir (Farabaugh 1995,
1996, Voytas ve Boeke 1993, Roth 2000).

S.cerevisiae eukaryotik bir organizma olmasi, ucuz olmasi, kisa hayat dongiisii,
haploid ve diploid olarak bulunabilmesi, patojen olmamas1 gibi nedenlerle uzun siiredir
eukaryotik molekiiler ¢alismalarda model sistem olarak kullanilmaktadir. S.
cerevisiae’nm bu avantajlarinin yani sira Ty elementlerinin de retroviriislere benzerlik
gostermesi nedeniyle Ty elementlerinin 6zellikle HIV arastirmalar1 i¢in model sistem
olarak kullanilmasina neden olmustur.

Maya hiicreleri bulundugu ortamdaki besinleri algilayabilmekte ve gen ifadesini
diizenleyerek ortamdaki degisimlere yanit verebilmektedir. Ortam sartlarindaki
degisiklik algilandig1 anda bu bilgi nukleusa tasmarak bazi genlerin aktivasyonuna ya
da baskilanmasma neden olabilmektedir (Gagiano ve ark. 2002). Ornegin, fermente
edilemeyen iireme ortaminda iliremekte olan S. cerevisiae kiiltiirlerine yiiksek oranda
glukoz (%2) eklendiginde S. cerevisiae genomundaki genlerin yaklagik %30’unda
transkripsiyon seviyesinde artma veya azalma oldugu bulunmustur (Schneper ve ark.
2004). Arastirmamizda model retroviriis benzeri element olarak kullanilan Ty1 elementi
herhangi bir transkripsiyon faktorii kodlamaz ve transkripsiyonu tamamen konak olarak
bulundugu S. cerevisiae tarafindan kodlanan faktorlere baghidir. Bundan dolay1
ortamdaki besin degisimlerine bagli olarak bazi genlerin aktive edilmesi ya da
baskilanmasi, hiicre metabolizmasini ve hiicre dongiisiinii degistirerek bu sayede Tyl

gen ifadesini etkileyebilmektedir.



S. cerevisiae’da gen ifadelerini degistirebilen metabolik degisikliklerin Tyl de
transkripsiyona etkilerinin olup olmadigini arastirilmasi Ty elementlerinin retroviriislere
olan benzerligi nedeniyle Onem kazanmaktadir. Bu tez arastirmasinda Tyl’in
transkripsiyonuna cesitli sinyal iletim yollarmnin etkileri arastirildi. Ayrica haploid ve
diploid S. cerevisiae suslarinda Tyl transkripsiyon seviyelerinin farkli oldugunu goz
Oniine alinarak bu farkliliga neden olan faktorler de incelendi. Yaban tip ve mutant S.
cerevisiae suslar1 kullanilarak glukoz sinyal iletim yolunun ve ozmotik stresin haploid

ve diploid S. cerevisiae hiicrelerinde Tyl transkripsiyonuna etkileri arastirildi.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. S. cerevisiae’min Genel Ozellikleri

S. cerevisiae 1960’11 yillardan beri molekiiler biyoloji ¢alismalarinda kullanilan
sekans analizi yapilmis ilk eukaryotik bir organizmadir. 16 tane kromozomu, 6275 geni
vardir. Bu genlerden 5800 tanesi fonksiyoneldir. Genom biiyiikligi 12,8 Mb’tir. Maya
genomu, 120 tane ribozomal RNA geni, 274 tRNA geni 50 kopya kadar da
retrotranspozon igermektedir. Maya genlerinin %31’i insan genleriyle homoloji
gostermektedir. Haploid hiicreler a ve o hiicresi olarak ikiye ayrilirken bu iki tip
hiicrenin birlesmesiyle diploid a/a hiicresi olusur. Solunum olarak fakiiltatif aerobik
solunum ve anaerobik fermentasyon yapar. Aerobik solunumda, oksijenle seker
kaynagint CO, ve ATP’ye cevirirken, anearobik fermentasyonla seker kaynagindan,
gliserol, etanol, siiksinat ve CO; a¢1ga ¢ikar Besin ve enerji olarak tercih ettigi karbon
kaynagi glukozdur. Heksoz sekerlerin yani sira, biyopolimer, pentoz, alkol, poliol,
hidrokarbon, yag asidi ve organik asitleri gibi geleneksel olmayan karbon kaynaklarini
da kullanabilir. Ayrica, farkli organik ve inorganik azot kaynaklarin1 da
kullanabilmektedir. Sekans analizinin tamamlanmis olmasi ve genlerin %90’nm mutant
olarak suslarinin bulunabilmesi eukaryotik organizmalara model olarak kullanilmasi
icin biiyiik avantajdir. Ayrica, S. cerevisiae hiicrelerinin kolay uygulama yapilabilen bir
organizma olmasi, kisa hayat dongiisiiniin olmasi, haploid ve diploid olarak
bulunabilmesi, transformasyonunun kolay olmasi, iireme ortaminin ucuz ve basit
olmasi, patojenik veya toksik olmamasi, endiistride kullanilan bir organizma olmasi

nedeniyle de tercih edilmektedir (Feldmann 2005).



2. 2. Ty Elementlerinin Genel Ozellikleri

Ty (Transpozon yeast) elementleri, S. cerevisiae genomundaki bazi genlerin
promotor veya yapisal bolgelerinde de bulunan hareketli genetik elementlerdir. Bu
elementler genom i¢inde RNA araciligi ile bir kromozom bdlgesinden bagka bir bolgeye
veya baska bir kromozoma aktariimaktadir (Boeke ve Sandmeyer 1991). Bu 6zellikleri
nedeniyle retroviriislere benzemekle birlikte envelop (ENV) proteini kodlamaz ve
enfeksiyona neden olmazlar (Wickner 1989, Boeke ve Sandmeyer 1991, Gabriel ve
Boeke 1993, Ciriacy 1995, Roth 2000). Yapilan ¢alismalar Ty retrotranspozonlarmin
sitoplazmada viriis benzeri partikiiller olusturduklarini gostermistir (Garfinkel ve ark.
1985). Saccharomyces cerevisiae genomunda 5 farkli tip Ty elementi (Tyl-Ty5)
bulunmaktadir. Haploid S. cerevisiae hiicresinde, yaklasik olarak 25-35 adet Tyl, 5-15
adet Ty2, 2 adet Ty3, 1-3 adet Ty4 ve 1 adet Ty5 elementi bulunmaktadir (Hansen ve
ark. 1988, Farabaugh ve ark. 1989, Janetzky ve Lehle 1992, Voytas ve Boeke 1992,
Kingsman ve ark. 1981, Curcio ve ark. 1990). Bu elementler 5' ve 3' uglarinda yaklagik
olarak 335 b¢. uzunlugunda uzun direkt tekrarli bolgeler (Long Terminal Repeats, LTR)
tasimaktadir (Sekil 2.1). Ty elementlerinin DNA uzunluklar1 yaklasik olarak 6 kilobaz
ciftidir (Kbg). Tyl ise en fazla transkribe edilen maya retrotranspozonudur. Tyl ve
Ty2’nin %95 homoloji gosterdigi bilinmektedir. Ty elementleri S. cerevisiae
genomunda tam Ty elementi olarak ya da ayni veya farkli Ty elementleri arasindaki
rekombinasyonlar sonucu sadece LTR bolgelerinden (solo LTR’s) olusan kisa pargalar
olarak bulunmaktadirlar (Roeder ve ark. 1980, Scherer ve Davis 1980, Sutton ve
Liebman 1992). S. cerevisiae genomundaki tam Ty elementi ve LTR dizilerinin toplami
331°dir ve genomun yaklasik olarak %3.’ini olusturur (Kim ve ark. 1998). S.
cerevisiae’daki toplam RNA miktarinin yaklasik %30’unun Ty mRNA’sindan olustugu
bilinmektedir (Elder ve ark. 1983).
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Sekil. 2. 1. S. cerevisiae retrotranspozonlar1 ve genel yapilari.

Ty elementinin hayat donglisi genomik retrotranspozon DNA’sinin  RNA
polimeraz II araciligiyla transkripsiyonu ile baslar ve tek ¢esit mRNA transkribe edilir.
(Boeke ve Stoye 1997, Jerome ve Jaehning 1986, Nonet ve ark. 1987). Transkripsiyon
5' LTR’daki promotor tarafindan baslatilir ve 3' LTR’da sonlanir (Sekil 2. 2). Ty
MRNA’larmin translasyonu sonucu ilk olarak 58 kDa’luk TYA veya 190 kDa’luk TY A-
TYB fiizyonu seklinde iki polipeptid olusur. TYA, retroviral gag genine analogtur ve
Ty Viris Benzeri Partikiillerin (Ty-VLP) kapsid kismini olusturan proteinleri
kodlamaktadir. TYB ise retroviral pol genine analogtur ve proteaz (pr), integraz (in),
revers transkriptaz (rt) ve RNase H (rh) enzimlerini kodlamaktadir (Boeke ve
Sandmeyer, 1991). Gag ve Pol proteinleri miktarlar1 arasinda belirli bir oran vardir.
Bunun sebebi, virlis benzeri parcacik olusumu i¢in gerekli Gag proteini miktarmin
revers transkripsiyon ve integrasyonun enzimatik basamaklari i¢in gerekli olan Pol
proteini miktarindan daha fazla olmasidir. Bu orani diizenlemek i¢in farkli stratejiler
gelistirmis olsa da bunlardan en yaygin olarak kullanilan strateji frameshifttir. TYB
polipeptidi translasyon sirasinda %5-20 ihtimalle gerceklesen ribozomal frameshift

sonucu TYA-TYB flizyonu olarak transle edilmektedir (Clare ve Farabaugh 1985,



Farabaugh 1995, 1996). Frameshift, retroviriislerde tRNA’nin simiiltane olarak bir
niikleotit geri yani -1 yOnde kaymasiyla gerceklesirken; Tyl ve Ty2 maya
retrotranspozonlarinda tRNA’nin bir niikleotit ileri yani +1 ydnde kaymasiyla
gerceklesir. Tyl ve Ty2 elementlerinde programli frameshift TYA ve TYB bdlgelerinin
cakistigi 7 niikleotitli korunmus CUU-AGG-C dizisi sayesinde yonlendirilir. AGG
kodonuyla kodlanan Arjinin tasiyan tRNA az bulundugundan translasyon sirasinda
ribozomda kisa bir duraksama olur bu yiizden ribozom bir niikleotit ileri kayarak UUA
16sin kodonunun 16sin tasiyan tRNA ile etkilesmesine neden olur. Tyl’de frameshift
gerceklesme orant %25-30°dur ve frameshift sonucu TYA-TYB fiizyon proteini
sentezlenir. Bu frameshit mekanizmasi Tyl,Ty2 ve Ty4 ‘de benzerken. Ty3’ de GCG-
AGU-U heptaniikleotitinde az bulunan AGU serin kodonu yiiziinden ribozomal bir
duraksama olur ve frameshift mekanizmasi, hem translasyonal duraksama hem de
frameshift alanina uzaktaki 12 niiklotit araciligiyla uyarilmaktadir. Ty5 ise fonksiyonel
bir element olmadig1 i¢in frameshift mekanizmasi anlagilamamistir. Olusan TYA ve
TYA-TYB flizyon proteinleri daha sonra proteaz enzimi aktivitesi ile olgun proteinlere
dontstiiriilmektedir (Farabaugh 1995, 1996).

Bu islemler sonucunda Ty elementleri S. cerevisiae sitoplazmasinda eukaryotik
retrovirlislerde oldugu gibi viriis pargaciklar1 olustururlar. Bu Ty-VLP’de iki adet Ty
mRNA’s1 ve revers transkripsiyonda primer olarak kullanilmak {izere bir tRNA
molekiili bulunur. VLP’de mRNA’nin revers transkripsiyonunda primer olarak
kullanilan tRNA’nin tiiri retroviriis tiiriine gore degismektedir. Tyl-VLP’de primer
olarak kullanilan tRNA normal olarak S. cerevisiae’da translasyon sirasinda metionin
tastyan tRNAmet’dir (Voytas ve Boeke 1993, Roth 2000). Proteinlerin yani sira,
niikleik asitler de Tyl-VLP’lerin i¢inde paketlenmis olarak bulunmaktadir. Olgun viriis
benzeri parcacigin (VLP) olusmasinin ardindan revers transkripsiyonla kopya DNA’s1
(cDNA) sentezlenir ve bu Ty cDNA’s1 nukleusa gegerek S. cerevisiae genomuna integre

olur. Integrasyon integraz enzimi sayesinde gergeklesmektedir.
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Sekil 2. 2. Retrotranspozonlarin hayat dongiisii.

Ty RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilir. 1-Ty mRNA’sinin translasyonu yapilir. Bu sirada +1
yonde ribozomal Frameshift olay1 gergeklesir. 2-TYA::TYB fiizyon proteinleri bir araya gelerek VLP’leri
(Viriis Benzeri Pargaciklar1) meydana getirir. 4-Daha sonra VLPlerde TYA::TYB fiizyon proteininin yine
bu protein tarafindan kodlanan Proteaz enzimi ile parcalanmasiyla Reverstranskriptaz, Integraz, RNAaz H
gibi fonksiyonel enzimler agiga g¢ikar. 5- Reverstranskriptaz tarafindan Ty DNA’sindan Ty cDNA’s1
sentezlenir. 6- VLP acilir ve Ty cDNA’s1 Integraz enzimi ile kompleks olusturur.7-integraz hedef DNA
bolgesinde bir kesik yapar ve boylece Ty DNA’s1 integrazin araciliiyla yeni genomik bolgeye integre
olur (Boeke ve ark. 1985).

Ty retrotranspozonlar1 S. cerevisiae’nin arastirilan hemen hemen biitiin suslarinda
bulunmustur. Dogada Ty elementi icermeyen S. cerevisiae suslari ¢ok az sayidadir
(Garfinkel ve ark. 2003). Ty elementleri hiicreler arasi enfeksiyonla yayilamaz. Buna

ragmen S. cerevisiae hiicrelerinin siklikla haploid ve diploid asamalara girmeleri Ty



retrotranspozonlarinin da S. cerevisiae populasyonlarinda yayilmasma neden olur. Ty
elementlerinde normal olarak transpozisyon frekansi 10™-10"/jenerasyondur. Bu yer
degistirme en iyi olasilikla onbin ile yilizbin hiicreden birinde her bdliinmede bir
yerdegistirme demektir (Boeke ve ark. 1985). Transpozisyon frekansi bazi mutajenik

etmenlerce aktive edilebilir (Staleva ve Venkov 2001).
2. 1. 1. Model Sistem Olarak Retrotranspozonlar

Genomik sekans analizi projelerinin tamamlanmasiyla, ¢ogu organizmanin
genomlarmda yiiksek oranlarda transpozisyonla yer degistirebilen hareketli elementler
icerdikleri ortaya ¢cikmustir. Ornek olarak; Drosophila melanogaster genomunun %22’si
(Kapitanov ve Jurka 2003), insan genomunun ise %44’ (Lander ve ark. 2001) bu
transpoze olabilen elementlerden olusmaktadir. Retroelementler ise genomda RNA
araciligiyla yer degistirebilen elementlerdir ve musir bitki genomunun %50°si
(SanMiguel ve ark. 1996), insan genomunun %34’inii (Lander ve ark. 2001),
Saccharomyces cerevisiae genomunun ise %3 gibi az bir miktarmi olusturmaktadir
(Kim ve ark. 1998). S. cerevisiae genomunda bulunan retrotranspozonlar Ty
(Transpozon Yeast) adini alirlar ve retroviriislere benzerlikleri nedeniyle ve retroviriis
arastirmalar1 tehlikeli ve masrafli oldugu icin onlara model olarak kullanilirlar. Bunun
yani sira, konak olduklar1 maya S. cerevisiae hiicrelerinin kolay uygulama yapilabilen
bir organizma olmasi, kisa hayat dongiisiiniin olmasi, haploid ve diploid olarak
bulanabilmesi, transformasyonunun kolay olmasi, iireme ortammnin ucuz ve basit
olmasi, patojenik veya toksik olmamasi, endiistride kullanilan bir organizma olmasi
nedeniyle de tercih edilmektedir. S. cerevisiae’nin bu avantajlar1 ve Ty
retrotranspozonlarinin retroviriislere benzerlikleri nedeniyle bu elementlerin gen
yapilari, gen ifadesi, genomdaki dagilimlar1 ve genomda olusturduklar1 mutasyon tipleri
gibi olaylarin molekiiler prensipleri S. cerevisiae’da yaygin olarak arastirilmaktadir.

Retroviriislerde  mRNA’dan cDNA sentezi ve cDNA’nin genoma tekrar
integrasyonu i¢in gerekli olan enzimler proteaz, reverse transkriptaz, integraz, ve
RNAse H retroviral mRNA’nm POL olarak adlandirilan bolgesinden sentezlenir (Jacks
ve ark. 1988). Retroviriislerin hiicre iginde ¢ogalmasinin dnlenmesi igin frameshiftin

onlenmesi gerektigi one siiriilmekte ve frameshifti engelleyecek anti-retroviral bilesik



aragtirmalarinda yap1 olarak HIV’e benzeyen ancak onun gibi patojen olmayan Ty
elementleri model olarak kullanilmaktadir. Bu c¢alismalardan elde edilen sonuglar
anisomycin benzeri antibiyotik olan preussin’nin frameshift bdlgesinde kodonda —1
yonde 1 niikleotid kayma seklinde olan frameshift’i durdurabildigini gostermistir
(Dinman ve ark. 1998). Bu arastirmalar ayrica HIV-Ty gen flizyonlar1 yapilarak da
gerceklestirilmektedir. HIV viriistine en c¢ok benzeyen Ty elementi Ty3’tiir. Ty
elementlerinde retroviriislerin konak hiicre genomuna nasil integre olduguna dair
calismalar da gergeklestirilmektedir. Bu calismalar Ty elementlerinin genomda
genellikle kodlama bdlgeleri disina integre olduklarint gostermistir (Eibel ve Philippsen
1984, Ji ve ark. 1993). Ty3 retrotranspozonlarinin ise en sik gorildigi bolgeler tRNA
genlerinin promotor bdlgeleridir (Chalker ve ark. 1992, Devine ve Boeke 1996). Ty3’iin
bu rastgele olmayan integrasyonun nedeni heterokromatin yapisinda bulunan Sir4

proteini ile integrazin etkilesimi nedeni ile oldugu gorilmiistiir (Zhu ve ark. 2003).

2.1. 2. Tyl Elementlerinin Genetik Yapisi

Tyl elementi, 5,3 kb¢ uzunlugunda internal kodlama bolgesi olan ve her iki
ucunda & (delta) adi verilen 335 b¢ uzunlukta uzun tekrarli dizilerden (LTR)
olusmaktadir (Boeke ve Sandmeyer, 1991). Internal bolge TY1A ve TY 1B adi verilen,
gag ve pol genlerine analog olan iki adet kodlama bolgesi igerir. Tyl elementi, bir
LTR’den diger bir LTR’ye dogru RNA polimeraz II araciligiyla transkribe edilir. Tyl
promotoru kompleks bir yapidadir ve gelismis eukaryotlara olduk¢a benzemektedir.
Promotor kism1 1kb uzunlugundadir ve upstream ve downstreamde bulunan iki TATA
kutusu yapisi ile 5 LTR ve TY1A agik kodlama bolgesini igermektedir. Yapilan
molekiiler analizler sonucu, Tyl elementinin transkripsiyon birimi igerisine yerlesmis
¢ok sayida diizenleyici bolgeler bulunmustur. Bunlar Tyl elementinin 5" ucuna dogru 1
kb’lik alana yerlesmis durumdadirlar (Sekil 2.3.). Bu diizenleyici bolgelerden birisi Ty
promotorunun 5' ucuna dogru bulunan A bolgesidir. SRE (Steril Response Element)
veya FRE (Filamentation Responsive Element) adiyla da bilinen bu bdlgeye Stel2 ve
Tecl transkripsiyon aktivatorleri baglanir. A bolgesi Tyl viriistiniin transkripsiyonunu
haploid maya hiicrelerinde, mating feromonuna yanit olarak aktive eder (Company ve
Errede. 1987, 1988, Company ve ark. 1988, Kurjan, 1992). Diger diizenleyici bolgeler
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ise Tyl transkripsiyonu baslama bolgesinin birkac yiiz baz ¢ifti ilerisindeki Blok I ve
Blok II bolgeleridir (Sekil 2.3). Bu diizenleyici bolgelerden Blok I Tyl transkripsiyonu
aktivasyonu i¢in gereklidir; Blok II kontrol bolgesi ise iist liste ¢akigmis, Simian Virus
40 (SV40) enhancer core, al-o2 diploid kontrol dizisi, RAP1 ve MCM1 tanima dizisine
(veya P bolgesi) homoloji gosteren diizenleyici bolgeler igerir. Bu dizilerin Tyl
transkripsiyonu  iizerindeki etkileri tam olarak bilinmemekle birlikte al-a2
heterodimerinin bu bdlgeye baglanmasiyla diploid maya hiicrelerinde Tyl
transkripsiyonunun 5-20 kata kadar azaldig: bildirilmistir (Company ve ark. 1987, Gray
ve Fassler 1993).
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Sekil 2.3. Tyl de transkripsiyon kontrol bdlgeleri

Tyl promotoruna en azmndan 8 adet transkripsiyon faktorii baglanmaktadir
(Cizelge 2.1. ve Sekil 2.4.). Bunlar; Gerl, Stel2, Tecl, Mcml, Teal, Rapl, Gend ve
Mot3’tiir (Laloux ve ark. 1990, Madison ve ark. 1998, Morillon ve ark. 2000, 2002,
Tiirkel ve ark. 1997). Ayrica, lic adet kromatin diizenleyici kompleksin haploid
hiicrelerde Tyl transkripsiyonunu diizenledigi bilinmektedir. Bunlar; Swi/Snf, SAGA
ve ISWI kompleksleridir (Ciriacy ve ark. 1991, Grant ve ark. 1997, Happel ve ark.
1991, Kent ve ark. 2001, Pollard ve ark. 1997). Swi/Snf ve SAGA kompeksleri Tyl
elementlerinin transkripsiyonlarmi aktive ettigi bilinmektedir. Bunun aksine ISWI
kompleksi elemanlar1 Isw1 ve Isw2 ise Tyl transkripsiyonunu engellemektedir. Baz1 Ty
elementleri, ozellikle de yiiksek miktarlarda ifade edilenler, 5' LTR bolgelerinde bes

adet potansiyel Gen4 baglanma bdlgesi igerirler. Fazla miktarlarda ifade edilen Tyl
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elementlerinin transkripsiyonu, amino asit yoklugunda Gen4 araciligiyla olur (Morillon

ve ark. 2002).

o Tyl de
Transkripsiyon
Baglanma dizisi baglandig Referans
Faktorii
konum
GAATA Morillon ve
Tecl 417,421
GAATG ark.2002
Morillon ve
Stel2 CGTTTCA 395,401
ark. 2000
Servant ve
Gcerl TGGAAGCC 114,120
ark.2008
129,134 Madison ve
Mot3 (AIT)AGG(A/TIG)(AIT)
146,151 ark. 1998
ACACCTGC 463,468
Servant ve
Tye7 CCACCTGG 661,666
ark. 2012
TCACCTGA 727,732
Gray ve
Rapl AAACCCGTA CGTCA 912,925
Fassler 1996
CCAAATGGGA Yu ve
Mcm1 834,850
Fassler 1992
Gray ve
Teal CGGTGGTATTATTCCGA 884,900
Fassler 1996
A Morillon ve
Gcen4 AAATCA 12,17
ark.2002
s Morillon ve
Gen4 TGACGC 79,84
ark.2002
c Morillon ve
Gen4 TAGTCA 98,103
ark.2002
b Morillon ve
Gcen4 TGAATA 155,160
ark.2002
e Morillon ve
Gcen4 CATTCA 318,323
ark.2002
Yuve
al/o2 GACTTTCCAAATTGGGTTAAAACATACATCAAA 830,863
Fassler 1993

Cizelge. 2.1. Tyl’ e Baglandig1 Bilinen Transkripsiyon Faktorleri

Tyl transkripsiyonu ve mobilitesi, ionize radyasyon, DNA hasari, azot achig1 ve

siddetli adenin achig1 gibi farkli cevresel stresler araciligiyla aktive edilir (Bradshaw ve

12




ve Mcentee 1989, McClanahan ve Mcentee 1984, Morillon ve ark. 2000, Rolfe ve ark.
1986, Sacerdot ve ark. 2005, Staleva ve Venkov 2001, Todeschini ve ark. 2005). Son
yapilan caligmalar ile Tye7 (Sgcl) transkripsiyon faktoriiniin Tyl antisense
transkripsiyonunu  diizenledigi  bulunmustur (Servant ve ark. 2012). Tyl
transkripsiyonunun invazif/ filament yolag1 tarafindan azot achgi gibi, cevresel
sinyallere yanit olarak aktivasyonu, Stel2 ve Tecl transkripsiyonal aktivatorleri
sayesinde gergeklestirilir (Conte ve ark. 2000, Morillon ve ark. 2000). Bu proteinler,
Tyl promotorunun TATA kutularinin 5' ucunda olan TY1A dizilerine yerlesmis FRE
dizilerini taniy1p etkilesime ge¢cmektedirler (Sekil 2.4.) (Baur ve ark. 1997). Stel2 ve
Tecl, invazif/ filament sinyal yolagi araciligiyla Tyl aktivasyonunu saglamanin
yaninda, haploid hiicrelerdeki bazal seviyelerde Ty transkripsiyonu i¢in de dnemlidir

(Laloux ve ark. 1990, Morillon ve ark. 2000).

1. TETTEELATE G ACT ATCATCTACT ARACTAGTATT TACATTACTA
GCH4A
51  GTATATTATC ATATACGGTG TTAGAAGH] AAATEE TGAGLARR

GCH4B GCN

101 TCTARAT TAGTGGRAGC TGRARCCCIEEMNTGATAL TGTLLWNEE
AC GCRL MOT3 MOT3

151 BrraiEnl EEECA NS MEARIT CATCAT AATAATATTT ATAGAATTGT

GCNAD TATA TATA
201, GTAEARTTEC AGATTCCCTT TTATGEATTC CTRRATCCTT GAGEAEALCT

AGTATAT TCTGTATACC TAATATTATA GCCTTTATCR RCRRTGGRAT

301 CCCAACARTT ATCTCAR] CCCATTT CTCATGGTAG CGCCTGTGCT
GCN4E
351, TCGETTACTT CTRAGGRAGT CCACACARAT CRAGATCCGT TAGEEGWWIN
STE12
401 PecTTecans ACAGR A ENNERETGAGARGGC TTCCACTAAG GCTRACTCTC
TEC1

451 . Ancecacanc AEEESEESET TCATCAGCTE TTCCRAGAGRA CCCCCATCAT
TYE 7
501, GGEICTCCTIC ARACTGCTCA GTCACATTCR CCACAGRRTG GECCGTACCC

RCAGCR ATGATGACCC ARRACCRAGC CRATCCATCT GGTIGGETCRT

A ACR CCCATCIATG ATTCCGIATR CRCCTIATCR RATGTCGECCT

851 ATGTACTTIC ACARTCACAG TTTCCGCAGT ATCCATCATC
TYE7 _SENT
! ALCG CCTCTGAGCR CTCCANMINSPEN-TCAGGT ARTACATTTA
TYET

751...CTGATTCATC CTCAGCGGAC TCTGATATGA CATCCACTAR ARARTATGTC

801, AGRCCACCAC CAATGTTARC CTCACCIAAT GACTTITCCAR
5VA0  al/o? MCML

831, FAENETENRFNNITTTTTAC ARARCTCGAA TCT
al /a2 TEAL
901, GAGIAAACGG AFFEERSVINSIENGATCE CTGATGATGR ACTCACCTIC
RAP1

931, TIGIATARCE CTTITCRART ATTITGCTCCC TCTCRRTTCOC TACCTRCCTIG

001, GETCARAGAG ATCCTATCCG TTGATTATAC GGATATCATG AAAATTCTTT

Sekil 2.4. Tyl Promotorunun sekansi ve transkripsiyon faktorlerinin baglanma

yerleri
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Ty ya da d dizisinin, bir genin promotor dizisine insersiyonu siklikla komsu
genlerin transkripsiyonlarini degistirir ya da bozar. Bu tarz bir bozulma biiyiik ihtimalle
Ty elementinin giiglii transkripsiyon sinyallerinin komsu geni etkilemesiyle gergeklesir.
SPT (Supressor of Ty) genleri, S. cerevisiae’da, Ty transpozonunun insersiyonu ile
bozulmus gen ifadesinin onarilmasin1 saglayan mutasyonlarmn genetik taramasiyla
ortaya ¢cikmistir. Tiim Spt mutantlarinda Ty veya o transkripsiyonlarinin azaldigi, komsu
genlerin transkripsiyonlarinin eski hale geldigi gozlenmistir. SPT genleri, ilave
mutasyonal fenotiplere ve insersiyon mutasyonlarin farkli baskilanma modellerine gore
birkag gruba ayrilmistir. Bunlardan SPT4, SPT5, SPT6, SPT11 ve SPT12
mutasyonlarmin olusturdugu “histon grubu” solo ¢ insersiyon mutasyonlarmi kuvvetli
bir sekilde baskilarken, Ty insersiyon mutasyonlarmi zayif bir sekilde baskiladigi
goriilmiistiir. SPT11 ve SPT12 genleri H2A ve H2B histon proteinlerini kodlamaktadir.
Histon genlerindeki bozulma ya da histon proteinlerinin fazlaca tiretilmesi, niikkleozom
yapilarinda ve Ty insersiyon bolgeleri de dahil bazi lokuslarda transkripsiyon
seviyelerinin degismesine neden olur (Winston, 1992). Histon grubu bu genlerin ayrica
SNF2, SNF5 ve SNF6 genlerini baskiladigi bulunmustur. SPT13 supresor geninin ise
MCMI1 aktivitesini negatif olarak etkiledigi bilinmektedir (Yu ve ark. 1993).

Mcml transkripsiyon faktorii, arjinin metabolizmasi, mating tipi belirlenmesi,
hiicreye 0zel gen ifadesi ve hiicre dongiisii gibi farkl prosesleri kontrol etmektedir. Bu
islemlere ek olarak Mcmlp Tyl elementlerinin transkripsiyonunu kontroliinde énemli
bir rol oynamaktadir. MCM1 mating-gen promotorlarma, STE12, al ve a2 gibi
koaktivator ve represorlerle baglanirken, Tyl’de bu DNA baglanma proteinleri olmadan
baglandig1 diisiiniilmektedir. Bu yiizden de MCM1’in Tyl transkripsiyonundaki roliiniin
mating gen transkripsiyonundaki roliinden farkli oldugunu disiindiirmektedir. (Sekil
2.5.) (Errede ve ark. 1993, Koranda ve ark. 2000, Kumar ve ark. 2000, Mclnerny ve ark.
1997, Pic ve ark. 2000, Yu ve ark. 1993, Zhu ve ark. 2000).
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* ™A | VB I\I(FHI:»

—
1 kb

TATA

FRE Blok 1 Blok II

5" Delta

al/e{ 2 diploid kontrol dizisi

MCMI baglanma dizisi

GTTAACCTCACCTAATGACTTTCCAAATTGGGTTAAAACATACATCAAATTTTTACAAAACTCGA
817 877
Blok II bolgesinin sekans dizilimi

Sekil. 2.5. Tyl retroviriis promotorunda bulunan Blok II bdlgesinin sekans dizilimi ve Blok II

bolgesinde yer alan MCM1 ve al/a2 diploid kontol dizileri.

2.1.3. Tyl Transkripsiyonunun Hiicre Tipine Ozel Kontrolii

S. cerevisiae, hiicre tipine 6zel gen ifadelerini kontrol eden olaylarin galisilmasi
icin bir model sistem olarak kullanilmaktadir. Mayalarda, {i¢ farkli 6zellesmis hiicre tipi
bulunmaktadir. Bunlar, birbirleriyle eslesmek icin 6zellesmis olan a ve o tipi haploid
hiicrelerle, mayoz ve sporulasyon i¢in 0zellesmis olan a/a diploid maya hiicreleridir
(Herskowitz 1986, Nasmyth ve Shore 1987, Company ve Errede 1988). MAT, mating
tip lokusu tarafindan kodlanan proteinler, mayanin hiicre tipini belirler. MATa, al ve a2
DNA baglanma proteinlerini kodlarken, MATa ise al DNA baglanma proteinini
kodlamaktadir. Haploid (a , a,) yada diploid (a/a) spesifik genler bu proteinlerin
bulunup bulunmamasma gore ifade edilmektedir (Herskowitz, 1989, Sprague, 1990). Bu
proteinlerden al, a-spesifik genlerin pozitif regiilatorii iken, a2 proteini ise a-spesifik
genlerin negatif regiilatoriidiir (Bender ve Sprague 1987, Johnson ve Herskowitz 1985).
MATa/MATa diploid hiicrelerde al ve a2 proteinlerinin ikisi de kodlanir. Bu proteinler
birlikte, MATal, STE12 gibi haploid spesifik genlerin yaninda Ty viriisii ve Ty viriisii

tarafindan diizenlen genlerin ifadesini baskilamaktadir (Elder ve ark. 1981, Errede ve
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ark. 1980, Fields ve Herskowitz 1987, Goutte ve Johnson, 1988, Klar ve ark. 1981,
Jensen ve ark. 1983, Nasmyth ve ark. 1981, Taguchi ve ark. 1984).

Ty retrotranspozonlarinin, a ve a tipi haploid maya hiicrelerinde, diploid a/a maya
hiicrelerine gore 5 ila 20 kat arasinda degisen bir oranda daha iyi ifade edildigi
bilinmektedir (Elder ve ark. 1981). Baz1 Ty promotoru insersiyon mutasyonlari, komsu
genlerde hiicre tipine 6zel ifadelere sebep olmaktadir (Errede ve ark. 1980, Taguchi ve
ark. 1984). Hiicre tipi biiyilk oranda MATa tarafindan kodlanan o2 represor proteini
tarafindan kontrol edilmektedir. Haploid a hiicrelerinde ve diploid a/a hiicrelerinde a2
dimer proteinleri, Mcm1 protein dimerleri ile birlesir ve a hiicresine spesifik genlerin 5'
ucuna yakin kisminda o6zel bir diziye baglanarak bu genlerin transkripsiyonunu
baskilamaktadir (Johnson ve Herskowitz 1985, Keleher ve ark. 1988). Diploid
hiicrelerde ise 02, al proteini ile heterodimer olusturmaktadir (Dranginis 1990) ve bu
kompleks haploid spesifik genlerin 5'ucuna yakin ayr1 bir diziye baglanarak bu genlerin
transkripsiyonlarin baskilanmasma neden olur (Goutte ve Johnson 1988). Mcml
proteini de al proteini de Ssn6-Tupl kompleksiyle a2 proteini araciligiyla
etkilesmektedir (Keleher ve ark. 1992, Komachi ve ark. 1994, Smith ve ark. 1995).
Mcmlp ve Stel2p haploid a hiicrelerinde a-spesifik genlerin aktivasyonunda gorevlidir
(Dolan ve Fields 1991). Stel2p, Mcmlp ile birlikte 02 operatoriiniin 3' ucuna dogru
yerlesmis olan Pheromone Response Element (PRE) baglanmaktadir (Errede ve
Ammerer 1989, Hwang-Shum ve ark. 1991, Mueller ve Nordheim 1991). STE12,
matingte gorevli bazi genlerin ifadesini tetikleyen feromon yanit yolag: ile etkilesim

icindedir (Dolan ve ark. 1989, Errede ve Ammerer, 1989, Song ve ark. 1991).
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2.2. S. cerevisiae’da Farkh metabolik yolaklarin Etkileri

2.2.1. S. cerevisiae’da Glukozun Metabolik Etkileri

S. cerevisiae, glukozun eukaryotik organizmalarda etkilerinin incelenmesi i¢in
uygun bir model sistemdir. Glukoz, mikroorganizmalarin ¢ogunda oldugu gibi, S.
cerevisiae i¢in de tercih edilen bir karbon ve enerji kaynagidir. Ayrica, dnemli bir
primer sinyal molekiili olarak, S. cerevisiae metabolizmasini ve iiremesini ortam
sartlarma yanit olarak diizenlemekte ve iireme hizi, fermentasyon kapasitesi, stres
direnci gibi onemli ticari Gzelliklerini de etkilemektedir. S. cerevisiae kiiltiirlerine
glukoz ilave edilmesi sonucu, 20 dakika iginde S. cerevisiae genomundaki genlerin
yaklasik %20°sinde, yani 1200 gende ti¢ kattan fazla ifade degisikligi olurken, genlerin
yaklasik %40’inda ise en azindan iki kat ifade degisikligi olmaktadir (Wang ve ark.
2004). Glukozun almimi ile glikolitik genler ve ribozomal protein (RP) genleri
uyarilirak gen ifadelerinde aktivasyon ya da baskilanma gerceklesir (Schneper ve ark.
2004). Ureme ortaminda yiiksek oranlarda (%2) glukoz bulunmas: ile alternatif karbon
kaynaklarmin kullanimi igin gerekli olan genler ve bazi mitokondriyal genlerin
baskilanmasi olayina “Glukoz Baskilamasi” veya represyon denir. Glukoz
baskilamasinda gorevli olan temel faktorler Migl transkripsiyonal baskilama
kompleksi, Snfl-protein kinaz kompleksi ve protein fosfataz I’dir. Migl ¢inko parmak
motif yapisindaki bir DNA baglanma proteinidir ve hedef genlerin baskilanmasi igin
Ssn6 ve Tupl genel ko-represor proteinleri ile etkilesmektedir (Treitel ve Carlson
1995). Miglp’nin hiicre igindeki yeri de glukoz miktarima goére diizenlenmektedir.
Ortamda yiiksek glukoz bulundugunda Miglp sitoplazmadan niikleusa gegerek hedef
genlerin promotorlarma baglanip baskilanmaya neden olur. Ortamda glukoz
tiikketildiginde ise Miglp niikleustan tekrar sitoplazmaya taginir (DeVit ve ark. 1999) ve
hedef genlerdeki baskilanma kalkar bu olaya derepresyon denir. Derepresyon sonucu,
glukozla baskilanan genlerin yeniden transkripsiyonu Snfl-protein kinaz kompleksi
araciligiyla saglanmaktadir. Snfl kompleksi maya hiicrelerinin glukozun az oldugu
ortama adapte olmas1 ve sukroz, galaktoz, etanol gibi daha az tercih edilir alternatif
karbon kaynaklarmmmn kullanilmasinda gorev almaktadir (Gancedo 1998, Carlson 1999).

Snfl PK kompleksi ayrica, besinsel yanit, mayoz bdliinme ve sporulasyon gibi hiicresel
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gelisimle ilgili islemler (Honigberg ve Lee 1998), yaslanma (Ashrafi ve ark. 2000),
haploid invazif iireme (Cullen ve Sprague 2000) ve diploid psddohifsel tiremede
(Kuchin ve ark. 2002) rol oynamaktadir. Ayrica, genomik transkripsiyonal programi
kontrol ederek ve metabolik enzimleri dogrudan etkileyerek hiicresel islemleri
diizenlemektedir.

Snfl’in ti¢ii beta (Sipl, Sip2, Gal83) biri gama (Snf4) olmak tizere dort farkl alt
birimi vardir. Bu alt birimlerden Snf4 aktivasyon altiinitesi Snfl aktivesi i¢in gereklidir
(Celenza ve Carlson 1989, Woods ve ark. 1994). Glukoz sinyali, Snf1-Snf4 etkilesimini
diizenleyerek kinaz oto-inhibisyonunu uyarir. Yani, Snfl kinaz aktivitesi ortamdaki
glukoz oldugunda oto-inhibisyonla bozulur, ortamda glukoz olmadiginda ise Snf4
aktivasyon altiinitesi Snfl diizenleyici bdlgesine baglanarak kinaz kompleksindeki oto-
inhibisyonu onler ve Snfl aktive edilir. Bu sayede, Migl fosforile olarak nukleustan
sitoplazmaya taginir (Treitel ve ark. 1998, Ostling ve Ronne 1998, Smith ve ark. 1999,
DeVit ve Johnston 1999, Devit ve ark. 1997, McCartney ve Schmidt 2001, Woods ve
ark. 1994, Wilson ve ark. 1996, Jiang ve Carlson 1996) ve Migl’in Ssn6-Tupl
kompleksi ile etkilesimini etkileyerek baskilanmay1 azaltir (Papamichos-Chronakis ve
ark. 2000). Bu sayede Snfl PK kompleksi, transkripsiyonel represor Migl’i kontrol
ederek glukozla baskilanan bir¢ok geni etkilemektedir.

Glukoz sinyali ile ribozomal protein genlerinin transkripsiyonlar1 da aktive
edilmektedir. Bu sekilde glukoz sinyali ile protein sentezi miktar1 ve buna bagl olarak
da hiicre dongiisii kontrol edilmektedir (Santangelo 2006). Glukoz sinyali ile glikolitik
genlerin transkripsiyonlarinda da hizli bir artig olmaktadir (Boles ve ark. 1997). Ayrica
S. cerevisiae hiicrelerinin diisiik glukozdan yiiksek oranda glukoz igeren ortama
aktarilmasi sonucu hiicrelere glukoz girisi de artig gosterir. Bu olaya ise “Glukoz
aktivasyonu” denir. Bazi DNA’ya baglanma faktorlerinin glikolitik genlerin yiiksek
miktarda ifade edilmesinde gorev aldig1 bilinmektedir. Ornegin, bir tiir transkripsiyon
faktorii olan Gerlp glikolitik genlerin ifadesinin diizenlenmesinde olduk¢a dnemlidir.
Gerlp cogu glikolitik gende korunmus olan CTTCC motif dizisine baglanmaktadir.
(Baker 1991, Rolland ve ark. 2002, Santangelo 2006). Gerlp’nin Ger2p transkripsiyon
faktoriiyle dimer olusturdugu (Uemura ve Jigami 1992) ve glikolitik genlerin ve bazi

hekzos transport (HXT2 ve HXT4) genleri promotor bolgelerine spesifik olarak baglanip
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bu genlerin transkripsiyonlarini aktive ettigi bilinmektedir (Baker 1991, Tiirkel ve

Bisson 1999).

2.2.2. S. cerevisiae’da Glukoz Sinyalinin Algilanmasi

S. cerevisiae’da glukozun hiicre i¢ine alinmasi kolaylastirilmis difflizyon
mekanizmasiyla olup, ¢cok sayida glukoz tasiyici (Hexose transporters, Hxt) ve sensor
proteinler (Snf3p, Rgt2p, Gprlp) tarafindan yapilmaktadir (Ozcan ve Johnston, 1999).
S. cerevisiae’da 17 farkli HXT geni bulunmakta (HXT1-HXT17) (Boles ve Hollenberg,
1997) ve bunlar iireme ortamindaki glukoz miktarina gore transkribe edilmektedir. HXT
genleri; yiiksek glukoz konsantrasyonunda ifade edilen diisiik afiniteli HXT genleri
(HXT1, HXT3), glukoz i¢in orta dereceli affinite gosteren (HXT2, HXT4), diisiik glukoz
konsantrasyonunda ifade edilen yiiksek afiniteli HXT genleri (HXT6, HXT7) olmak
tizere tice ayrilir (Boles ve Hollenberg 1997). Bununla birlikte glukoz i¢in orta dereceli
affinite gosteren HXT2 ve HXT4 transporterlar1 ile yiiksek afinite gosteren HXT6 ve
HXT7 genleri diisik miktarda glukozla uyarilmakta ve yiliksek miktarda glukozla
baskilanmaktadir (Boles ve Hollenberg, 1997).

Hxt glukoz transporterlarina oldukga benzemelerine ragmen Snf3p ve Rgt2p,
glukozu hiicre igerisine tasima kabiliyetini kaybetmis, hiicre disindaki glukoz miktarini
bildiren sensor proteini olarak gérev yapmaktadir. Rgt2p yiliksek miktardaki glukozu
algilayp diisiik afiniteli HXT1 genine iletirken, Snf3 diisilk miktardaki glukoza yanit
olarak orta dereceli afinite gosteren HXT2 ve HXT4 genlerinin transkripsiyonunu
saglamaktadir (Ozcan ve Johnston 1996, Ozcan ve ark. 1998). Ortamda glukoz
oldugunda plazma membranindaki Rgt2/Snf3 sensorlerine baglanarak, Mthl ve Stdl
sitoplazmik proteinlerin fosforlanmasini saglar (Sekil 2.6.). (Kim ve ark. 2006, Kim ve
Johnston 2006, Moriya ve Johnston 2004, Flick ve ark. 2003, Spielewoy ve ark. 2004).
Mthlp ve Stdlp’nin parcalanmasiyla Rgtlp PKA tarafindan fosforlanir ve DNA’ya
baglanmas1 engellenir, bdylece HXT geninin baskilanmasi kalkar ve HXT1-HXT4
genlerinin transkripsiyonlarin1 saglar (Roland ve ark. 2002). Ortamda glukoz
olmadiginda ise, Mthlp ve Std1lp, Rgtlp transkripsiyonal represoriine baglanir; Rgtlp
de Ssn6-Tupl genel ko-represorii ile etkileserek HXT geninin baskilanmasini saglar
(Ozcan ve ark. 1996, Polish ve ark. 2005). Diisiik glukoz varliginda ise Snf3p, Mthlp’e
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etki ederek Grrlp’i aktive eder (Sekil 2.6.). Aktif Grrlp de Rgtlp’i inaktive ederek
glukoz tastyicilari olan HXT2-HXT4’iin transkripsiyonlar1 yapilir (Ozcan ve ark. 1996).
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Sekil 2. 6. S. cerevisiae’de glukoz sinyalinin algilanmasi ve iletilmesi.

2.2.3. S. cerevisiae’da Ozmotik Stresin Etki Mekanizmasi

Ortamdaki ozmolarite degisikliklerine uyum saglanmasi maya yasami igin
olduk¢a 6nemlidir. Saccharomyces cerevisiae’da tuz toleransinin mekanizmasi ile ilgili
calismalar, hiicrenin ozmotik diizenlemesi ve iyon homeostazisinin temel prensiplerinin
anlasilmasi i¢in 6nem arzetmektedir (Ferrando ve ark. 1995, Hohmann 1997, Serrano ve
ark. 1997). Tuz, toksik sodyum iyonlarmin hiicre i¢inde toplanmasi ve plazma
membrani boyunca ozmotik gradiyentin azalmasi yiiziinden turgor basincinin azalmasi
gibi iki farkli etkisi dolayisiyla maya hiicreleri i¢in oldukca toksiktir (Marquez ve ark.
1998). Ozmotik stresle, Hoglp ve kromatin yeniden modelleme kompleksi (RSC)
araciligiyla strese yanit lokuslarinda nukleozom organizasyonu biiylikk oranda
degismektedir. Saccharomyces cerevisiae’ya ozmotik sok uygulandiginda, genel olarak

transkripsiyonal kapasitede es zamanli bir azalma olmasina ragmen, yiizlerce gende bir
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uyarilma olmaktadir. Ozmotik stres sonucu, tiim genomdaki mRNA miktarinin iigte bir
oraninda degistigi rapor edilmistir (O’Rourke ve Herskowitz 2004). Ozmotik stres
yanitinin baslangi¢ fazi sirasinda, stresin ilk birka¢ dakikasi gerceklesen genel hasar
nedeniyle global transkripsiyon orani %50 diismektedir. Ozmotik stresle, MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase), Hoglp ve RSC bir araya gelerek, ozmo-yanit
genlerinin kodlama bolgelerinde kiimelenirler.

Tomurcuklanan mayalarda HOG yolagi ve MAP basamagi, hiperozmotik strese
uyum saglamada 6nemli ve 6zel bir goreve sahiptir. MAP kinaz basamagi bes adet
protein kinazdan olusmaktadir bunlar; Skk2p, Ssk22p, Stellp, Pbs2p ve Hoglp’dir.
Sholp ve Stellp ise membran proteinleridir Diger bir sinyal protein kompleksi ise ii¢
elemandan olusan; Sinlp, Ypdlp ve Ssklp’dir. Hoglp’nin aktive ettigi transkripsiyon
faktorleri; Mns2p/Mns4p’diir; Bunlar stres respons elementlere (STRE) baglanarak,
ozmotik strese yanit olarak diizenlenen genlerin transkripsiyonlarmi aktive ederler
(Marchler ve ark. 1993, Martinez-Pastor 1996, Schmitt 1996). Ayrica, bazi
transkripsiyon faktorleriyle etkileserek, hiicre duvari sentezlenmesinde goérev alan
genlerin sentezlenmesinde de rol oynarlar. Diger bir transkripsiyonal regulatorlerden
biri de Hotlp’dir ve yapilan ¢alismalarla HOG yolaginin bir pargasi oldugu ortaya
konmustur (Rep ve ark. 1999). Skn7p transkripsiyon faktorii ise fosforilasyon durumuna
bagl olarak gen gruplarinin aktive eden bir transkripsiyon aktivatoriidiir (Krems ve ark.
1996, Li ve ark. 1998, Morgan ve ark. 1995, 1997). Skn7 transkripsiyon faktoriiniin
aktive ettigi genler arasinda, mannoziltransferaz geni OCHL, hiicre duvari integrasyonu
ile ilgili genler, hiicre dongiisii progresyonu ile ilgili genler, oksidatif stres genleri gibi
gen gruplar1 bulunur (Li ve ark. 1998, Morgan ve ark. 1997). Skn7, Sskl ile birlikte
respons regulatorleri olarak HOG yolagini diizenleyen iki bilesenli fosfor yolaginda
gorev almaktadir (Ketela ve ark. 1998, Li ve ark. 1998, Maeda ve ark. 1994, Posas ve
Saito 1998, Posas ve ark. 1996). Skn7 transkripsiyon faktoriiniin de Ssn6-Tupl ile
etkilestigi ve Mcmlp’ye bagli genlerin aktivitesini HOG yolagimdan bagimsiz olarak
diizenledigi bilinmektedir.

Strese yanit MAP kinazi olan Hogl kromatin diizenleyici enzimler, transkripsiyon
faktorleri ve RNA Pol II ile etkileserek bazi 6zel genlerin aktivasyonunu saglar. Yapilan
caligmalar, ozmotik stresin RNA Pol II'yi stres yanit genlerine dogru kaydirdigini

boylece lokalizasyonunu degistirdigini gostermistir. RNA  Pol-I’nin  yeniden
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lokalizasyonu, stres yanit genleri bolgesine yerlesmis Hogl transkripsiyonal
diizenleyicisini gerektirmektedir (Ribelles ve ark. 2012). Hoglp, bazi iyon membran
transporterlarinin aktivitelerini diizenlenmesi (Proft ve Struhl, 2004), G1 fazinda hiicre
dongiisiinde duraklamanin yonetilmesi (Escote ve ark. 2004), global gen ifadesinin
diizenlenmesinin kontroliiniin saglanmasi (Posas ve ark. 2000, Rep ve ark. 2000) ve son
olarakta, baslangi¢ asamasinda duraklamanin ardindan translasyonun yeniden
devammin saglanmasi i¢in gereklidir (Uesono ve Toh-E, 2002). Yapilan ¢alismalar
sonucunda, hafif ve daha gii¢lii ozmotik stres sonrasinda mRNA seviyesinde bir miktar
artis olsa da ozmatik sok sonrasinda Oonemli miktarda azalma oldugu ve MRNA
stabilitesinin yeni ortam sartlarina uyum igin 6nemli oldugu ortaya ¢ikmistir (Gasch ve
ark. 2000, Posas ve ark. 2000, Rep ve ark. 2000, Melamed ve ark. 2008). Ozmotik sok
sonrasindaki mRNA miktarindaki azalmanin 6nemli bir boliimii Hog1p ile baglantilidir.
Ayrica, Hoglp ozmotik stres ile uyarilmig genler igin bir transkripsiyonel elongation

faktorii olarak da gorev yapar (Pokholok ve ark. 2006, Proft ve ark. 2006).

2.3.Kromatin Faktorlerinin Tyl transkripsiyonuna etkileri

Temel hiicresel islemlerin ger¢eklesmesinde, kromatin yapisinin diizenlenmesi
onemli bir rol oynamaktadir. Niikleozomlar temel olarak her biri H2A, H2B, H3 ve
H4’ten olusmus iki molekiil histon oktamerinin bir araya gelip, 146 b¢’lik DNA’nin bu
histon yapisinin etrafinda sarmal olusturmasiyla meydana gelmistir (Luger ve ark.
1997). Kromatin yap1 olarak stabil olmayip farkli mekanizmalar tarafindan degisime
ugratilabilmektedir. Protein modifiye edici kompleksler ve bunlarin hedef proteinleri
arasindaki etkilesimleri farkli kromatin yapilarinin olusmasma neden olur. Bu da, gen
ifadesi, DNA replikasyonu, DNA onarimi ve rekombinasyonu gibi islemler {izerinde
biiyiik etkiler gosterir. Kromatin giris-¢ikismi diizenleyen iki ana enzimatik aktivite
vardir. Bunlar; kromatin modifiye edici kompleksler ve kromatini yeniden diizenleyici
komplekslerdir. (Becker ve Horz, 2002). Histonlar1 modifiye eden postranslasyonel
mekanizmalari, histon asetilasyonu, metilasyon, fosforilasyon, ubikiitilasyon,
sumolasyon ve ADP-ribozilasyonudur (Peterson ve Laniel 2004, Turner 2005).

Asetilasyon; histon modifikasyonlar1 ve gen regiilasyonu gibi bir¢ok hiicresel

prosesi kolaylastirmaktadir. Histon asetilasyonunun, histonlarin DNA ‘dan ayrilmasinda
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ya da nukleozomlar arasi etkilesimlerin gevsemesinde gorev alir. Boylece,
transkripsiyon faktdrlerinin aktivasyon i¢in genomik bdlgeye girmeleri kolaylasir. Ilk
kez histon asetil transferaz (HAT) aktivitesi goriilen proteinler GenSp ve Ada2p’dir.
Genbp  bir trankripsiyonal ko-aktivator proteini olup Histon asetiltransferaz (HAT)
enziminin mayadaki ortologudur. Arastirmalarda, SAGA kompleksi alt birim,
rekombinant GenSp’in non-nukleosomal H3’t asetilledigi gosterilmistir. SAGA’nin
Histon H3 ile etkilesmesi sayesinde SAGA kromatinde toplanip, stabilize olarak
kalmaktadir. Bu etkilesim GenSp’in HAT aktivesinin diizenlenmesini saglayarak bu
sayede de aktif kromatin olusumu veya aktif kromatin yapisinin korunmasinda
dogrudan rol aldig1 sanilmaktadir. (Eisenmann ve ark. 1992, Laprade ve ark. 2007,
Deckert ve ark. 2002, Shukla ve ark. 2006, Balasubramanian ve ark. 2002).

Histon ubikiitinlesmesi ise, hem gen aktivasyonu hem de gen baskilanmasi igin
gereklidir. Bu post translasyonal modifikasyonlar1 katalizleyen histon modifiye edici
enzimler substratlara spesifitelerini arttirmak ve enzimatik aktivitelerini arttirmak icin
cok sayida alt {initeyle kompleks olustururlar. Bunlardan birisi de SAGA (Spt, Ada,
GenS  Asetiltransferaz) adi verilen mayalardan insanlara kadar evrimsel olarak
korunmus bir multiprotein kromatin modifiye edici komplekstir. Yapilan calismalar
SAGA kompleksinin maya aktivatorleri i¢in ¢ok Onemli oldugunu goéstermistir
(Bhaumik ve ark. 2004). SAGA kompleksi yap1 olarak modiiler bir yapidadir ve farkli
fonksiyonel {iiniteler icermektedir. SAGA’nin esansiyel olmayan Ada (1-3), Gcnbp,
Adabp, Sptp (3, 7, 8, 20), Sgfp (11, 29, 73), Ubp8p, Suslp ve Chdlp gibi bolgeleri
yaninda TBP faktorlerinin altiinitesi olan Tral, TAF (5, 6, 9, 10, 12) esansiyel bolgeleri
de igerir. Adalp, Spt7p ve Spt20p SAGA’nin biitiinliiglinii saglamaktadir (Sterner ve
ark. 1999, Bhaumik ve ark. 2002).

Kromatin yeniden diizenleyici kompleksler ise, kismi bir DNA dizisi boyunca
niikkleozom lokasyonunu degistiren ya da histon-DNA etkilesimini degistirerek
niikleozomu yeniden diizenleyen mekanizmalardir. Kromatinin yeniden diizenlenmesi
ile ilgili tiim kompleksler birer ATPaz alt {initesidir. Bu tarz bir aktivite ilk olarak
SWI/SNF multiprotein kompleksinin bir pargasi olan Swi2/Snf2 ATPazlarinda
bulunmustur. Bu kompleksin ana gorevi, niikleozom yapisinda histon-DNA etkilesimini
degistirmektir. Ayrica, SWI/SNF kompleksinin bazal transkripsiyon mekanizmasinda
RNA pol-IT ile etkilestigi bilinmektedir. SWI/SNF kompleksi kromatin yapisini
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degistirerek, transkripsiyon baglanma bolgelerini acarak, transkripsiyon faktorlerinin bu
bolgelere rahatga baglanmasini ve bu sayede transkripsiyonun artmasini saglar (Martens
ve Winston, 2002). RNA pol-II ile etkilestigi bilinen diger kompleksler arasinda, genel
transkripsiyon faktorii kompleksleri, SRB/araci kompleksi, histon modifiye edici
kompleksler (SAGA gibi) ve bir genel represor olan Ssn6-Tupl kompleksi
bulunmaktadir. Transkripsiyonun kromatin tarafindan baskilanabilecegi Grunstein
Laboratuvarinda yapilan deneylerle ispatlanmistir (Durrin ve ark. 1992). Bu
calismalarda, mayadaki tiim niikleozomlarin olusumunun H4 histon miktarmin
tiiketilmesi ile durdugu gosterilmistir. Diger bir ¢alismada ise Histon H3 ve H4 amino
uclarminin, al/a2 diploid kontrol kompleksi araciligiyla gerceklesen gen baskilanmasi
icin gerekli oldugu gosterilmistir (Roth ve ark. 1995).

Haploid S. cerevisiae hiicrelerinde Tyl transkripsiyonunun SAGA histon
modifiye edici kompleksi, SWI/SNF ve ISWI kromatin yeniden diizenleyici kompleksi
tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (Happel ve ark. 1991, Winston ve Carlson 1992).
SAGA kompleksi alt birimleri olan Spt3p, Spt7p, Spt8p, Spt20p, Ada2p, Ada3p ve
GenSp’in Tyl transkripsiyonu icin gerekli oldugu bilinmektedir (Grant ve ark. 1997,
Pollard ve Peterson, 1997). Ayrica, Swi/Snf kompleksi alt birimleri Snf2p, Snf5p ve
Snfép’nin de Tyl transkripsiyonlarini artirdigi bilinmektedir (Ciriacy ve ark. 1991,
Happel ve ark. 1991) Bunlarin aksine, ISWI kompleks alt birimleri Iswilp ve
Iswi2p’nin Tyl transkripsiyonunu inhibe ettigi bilinmektedir (Kent ve ark. 2001).

2.4. Ssn6-Tup1 represor kompleksinin genel mekanizmasi

Ssn6-Tupl represor sistemi, sineklerden memelilere kadar korunmus olan bir
sistem olup; kromatin diizenlenmesi, aktivatorlerle etkilesim ve dogrudan transkripsiyon
mekanizmasina etki ederek hedef genleri baskilanmasi1 gibi gorevleri vardir.
Saccharomyces cerevisiae’ da genlerin %3’liniin Ssn6-Tupl kompleksi tarafindan
baskilandig1 bilinmektedir (DeRisi ve ark. 1991). Kompleks, transkripsiyonu iki genel
mekanizma ile baskilamaktadir. (i) Bu mekanizmalar, kromatin yapisini degistirip,
DNA hedef bolgelerini aktivatdr ve transkripsiyon faktorlerinden gizleyerek ve (ii)

transkripsiyonun aktivasyonunu engelleyerek baskilamadir.
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Ssn6-Tupl represorii fonksiyonlarina gore farkl gen gruplariyla etkilesmektedir.

Bu gen gruplarmin DNA baglanma proteinleri, farkli DNA dizilerine baglanmaktadirlar

(Keleher ve ark. 1992, Tzamarias ve Struhl 1995). Fonksiyonlarina gére bu gen gruplari

ve bunlarin DNA baglanma proteinleri sirasiyla Cizelge 2.2.deki gibidir.

Gen fonksiyonu DNA-baglanma Kaynak
proteini
a-spesifik 02/Mcml Mukai ve ark. 1991;
Keleher ve ark. 1992
Haploid-spesifik al/ a2 Mukai ve ark. 1991,
Keleher ve ark. 1992
Glukoz baskilamasi Migl Trumbly ,1992
DNA hasar1 Crtl Zhou ve Elledge, 1992
Oksijen kullanimi Rox1 Zitomer ve Lowry,
1992
Nisasta pargalayaci Nrgl Fujimori ve ark. 1997
enzimler
Ozmatik stres Skol Marquez ve ark. 1998
Sporulasyon spesifik Bilinmiyor Friesen ve ark. 1997
Mayoz spesifik Bilinmiyor Mizuno ve ark. 1998
Flokulasyon spesifik Bilinmiyor Teunissen ve ark.

1995

Cizelge 2.2. Ssn6-Tupl kompleksi ile etkilesen gen gruplar1 ve bunlarin

baglanma proteinleri.

Ssn6-Tupl represorii ve DNA baglanma proteinine 6zel bir dizi arasinda zayif

bir protein-protein etkilesimi olur; bu da hedef genin baskilanmasi i¢in yeterli bir

etkilesimdir. Ssn6-Tupl kompleksi, dort adet Tupl ve bir adet de Ssn6 {iinitesinden

olugsmaktadir (Redd ve ark. 1997, Varanasi ve ark. 1996). Bu komplekste baskin olan

protein Tupl proteinidir (Huang ve ark. 1997). Tuplp tekrarlanmis bir amino asit

motifinin yedi kopyasini icermektedir buna WD tekrar1 denilir (Williams ve Trumbly
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1990, Zhang ve ark. 1991). Bu bolge MATo2 geni liriinii olan 02 ile etkilesmektedir
(Komachi ve ark. 1994). Ssn6 ise tetratricopeptid tekrart (TPR) adini alan bagska bir
tekrarlanmis motif icermektedir. Ssn6-Tupl’in diger DNA baglanma proteinleri ile
etkilesimleri arastirilmis ve bunun sonucunda da DNA baglanma proteinlerinden en
yaygin olarak Tup1’in WD40 motifi ile Ssn6’in TPR motifine baglandigi1 ve bazi DNA
baglanma proteinlerinin Ssn6 ile dogrudan, Tupl ile dogrudan olmayan bir sekilde
etkilestigi gozlenmistir (Tzamarias ve Struhl 1995). Ssn6-Tupl kompleksinin RNA
polimeraz II’nin altiiniteleri (Balciunas ve Ronne 1995, Kuchin ve ark. 1995, Wahi ve
Johnson, 1995, Song ve ark. 1996, Kuchin ve Carlson, 1998, Conlan ve ark. 1999,
Gromoller ve Lehmig 2000, Papamichos-Chronakis ve ark. 2000, Han ve ark. 2001,
Zaman ve ark. 2001) ile SWI/SNF ve SAGA kromozom diizenleyici kompleksleriyle
dogrudan etkilestigi bilinmektedir (Fleming ve Pennings 2001, 2007) Ayrica, Strese
verilen yanitta Skn7 transkripsiyon faktoriiniin de Ssn6-Tupl kompleksi ile etkilestigi
bilinmektedir (Hanlon ve ark. 2011).

Ssn6-Tupl ve a2 proteininin etkilesimi bilinmekte olup, arastiricilar tarafindan
detayli olarak incelenmistir. a2 proteini Ssn6-Tupl kompleksini iki farkli gen grubuna
yonlendirir. Bunlar; o2 proteininin Mcm1 ile birlikte baglandigi1 a-spesifik genler ve
a2’nin al proteini ile birlikte baglandig1 haploid-spesifik genlerdir. Her iki etkilesim de
tam baskilama i¢in gereklidir (Johnson 1995, Komachi 1994, Smith ve Johnson 2000).
Tupl’in Mcml ile etkileserek a-spesifik genlerin ifadesini aktive etme yetenegini
bozdugu gosterilmistir (Gavin ve ark. 2000). Yapilan son ¢aligsmalar, bazi promotorlarda
spesifik metabolik sinyallerin Ssn6-Tupl kompleksini transkripsiyonel ko-represorden
ko-aktivatore ¢evirebilecegini gostermistir (Conlan ve ark. 1999).

ssn6 ve tupl mutant1 olan maya suslar1 farkli mutant fenotipler gosterirler. Bu
fenotipler arasinda; glukozla baskilanan genlerin temel ifadesi, kalsiyuma bagl
flokulasyon, MATa hiicrelerinde mating hatalari, homozigot diploidlerin sporulasyona
ugrayamamalari, gliserol gibi alternatif karbon kaynaklarinda zayif iireme ve 1s1
sensivitesini sayabiliriz (Rothstein ve Sherman 1980, Trumbly 1986). Bu farkli
fenotiplerin, bazi gen smiflarmm baskilanmasindaki eksiklik sonucu oldugu

diisiiniilmektedir.
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Sekil 2.7. Tupl faktoriiniin etkilesim i¢inde oldugu bilinen faktorler
(http://www.yeastgenome.org/, 2014)

S. cerevisiae hiicrelerinde Ssn6-Tupl kompleksi araciligiyla, Ozmotik stres
tarafindan aktive edilen genler de baskilanmaktadir. Yapilan caligmalar sonucu,
hiperozmotik stres sayesinde uyarilan bazi genlerin transkripsiyonlarmm Skolp
tarafindan baskilandigini ve bu mekanizmada Ssn6-Tupl kompleksinin Skolp’ye
yardimer oldugu ve Skolp’nin Tuplp ile etkilestigi bulunmustur (Proft ve Serrano
1999, Garcia-Gimeno ve Struhl, 2000, Pascual-Ahuir 2001, Proft, 2001). Ozmotik sok
ile Ssn6-Tupl baskilamasindan kurtulmak igin Skolp’yi birgok yerden fosforlayan
Hogl MAP kinaz gerekmektedir (Proft 2001). Hoglp fosforilasyonu ile Skolp,
represorden aktivatore donisiir, bdylece Hoglp, SAGA histon asetilaz ve SWI/SNF
niikleozom tekrar modelleme kompleksleri promotorda bir araya gelirler. Tuplp ise
SAGA ve SWI/SNF komplekslerinin bir araya gelmesi i¢in gereklidir (Proft ve Struhl
2002). Bu da Ssn6-Tupl kompleksinin, hem ozmotik stresle diizenlenen promotorlarin
transkripsiyonal baskilamasi i¢in, hem de hiperozmotik stres sayesinde gergeklesen hizli

transkripsiyonal uyarilma i¢in gerekli oldugunu géstermektedir.
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Sekil 2.8. Hiperozmotik strese yanit olarak genlerin baskilanmasinda gorev alan

faktorler (Proft ve Struhl, 2002)

Sekil 2.8.’de goriildiigii gibi;

(A) Normal iireme sartlarinda Skolp tarafindan diizenlenen promotorlarin aktif
olarak baskilanmasi. Skolp ozmotik olarak uyarilabilen genlerin, CRE dizilerinin 3'
kismma baghdir ve Ssn6-Tupl korepresorii ile birleserek 6n baslama kompleks
olusumunu engelleyerek transkripsiyonu aktif olarak engeller (Proft ve Struhl 2002).

(B) Hiperozmotik stres ile Hogl kinaz nukleusa gecer; Boylece Skol ile
etkileserek hedef promotora baglanir. Hoglp, Skolp ile etkileserek N terminal
kismindan fosforlar, bu fosforilasyon ilerdeki kromatin modifiye edici komplekslerin
bir araya gelmesinin 6n kosulunu olusturur (Proft ve Struhl 2002).

(C) Promotor aktivasyonu tam olarak, ozmotik strese maruz kaldiktan birkag
dakika sonra gerceklesir. Fosforile Sko1-Ssn6-Tupl-Hogl kompleksi, RNA polimeraz
II’ye baglanmay1 ve transkripsiyonal aktivasyonu organize eden, SWI/SNF ve SAGA
kromatin modifiye edici kompleksleri ile bir araya gelir. Bu faktorlerin bir araya

gelmesi igin; Skolp, Tuplp ve Hoglp gereklidir (Proft ve Struhl 2002).
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Ssn6-Tupl represoriiniin, transkripsiyonal seviyede ozmotik strese yanitin
diizenlenmesinde hem HOG’a bagimli hem de HOG’dan bagimsiz olarak gorev aldigi
bilinmektedir. Ornegin; Tuz toleransmin énemli bir belirleyicisi olan HAL1’in ozmotik
indiiksiyonu HOG’dan bagimsizdir ve transkripsiyonal baskilamanm kalkmasiyla
gerceklesir. HAL1 promotorundaki upstream baskilama dizisi stressiz hiicrelerde,
transkripsiyonu baskilar ve proteinlere baglanir. Bu baskilama, Ssn6-Tupl kompleksi

araciligiyla gergeklesir ve ozmotik stresin varliginda kalkar (Marquez ve ark. 1998).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmada Kullamlan S. cerevisiae Suslari

Bu arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslar1 BY serisi S. cerevisiae suslari
olup, Frankfurt Universitesi’nden sagland: (Brachmann ve ark. 1998). Bu S. cerevisiae
suslarmmdan YST 124 haploid yaban tip maya susudur ve diger haploid YST 301, YST
278, YST 265, YST 307, YST 222, YST 240, YST 303, YST 261, YST 280, YST 282,
YST 289, YST 305 suslartyla sirasiyla, tupl, snf2, tecl, ada2, snf4, hogl, skn7, gcn4,
mot3, sptll, tye7, snf3 mutasyonlar1 hari¢ birbirleriyle izogeniktir. Ayrica YST 125
diploid yaban tip susu da diger diploid YST 302, YST 296, YST 267, YST 308, YST
310, YST 309, YST 304, YST 263, YST 281, YST 284, YST 290, YST 306 suslariyla
sirasiyla tupl, snf2, tecl, ada2, snf4, hogl, skn7, gcnd, mot3, sptll, tye7, snf3
mutasyonlar1 hari¢ birbirleriyle izogeniktir. Arastirmada kullanilan maya suslarinin

genotipleri her bir sus icin Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Bu arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslarinin genotipleri.

Maya Susu Genotipi ve ilgili mutasyon
Lab Kod No:

YST 124 Mat a; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 (yaban tip haploid)

YST 125 | Mat a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/leu2A0; lys2A0/LYS2;
MET15/met15A0; ura3A0/ura3A0 (yaban tip diploid)

YST 301 Mat a; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YCR084c::kanM X4
(haploid tupl mutant1)

YST 302 Mat a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/1eu2A0; 1ys2A0/LY S2;
MET15/met15A0;ura3A0/ura3A0;Y CR084c::kanMX4/YCR084c::k
anMX4. (diploid tupl mutanti)

YST 278 Mat a; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YOR290c::kanMX4

30



(haploid snf2 mutanti)

YST 296

Mat a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/1eu2A0; lys2A0/LY S2;
MET15/met15A0; ura3A0/ura3Ao0;
YOR290c::kanMX4/YOR290c::kanMX4 (diploid snf2 mutant)

YST 265

Mat a; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YBR083w::kanMX4
(haploid tecl mutanti)

YST 267

Mat a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/leu2A0; lys2A0/LY S2;
MET15/met15A0; ura3A0/ura3A0; YBRO083w::kanM X4/
YBRO083w::kanMX4 (diploid tecl mutanti)

YST 307

Mat a; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YDR448w::kanM X4
(haploid ada2 mutantr)

YST 308

Mat a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/leu2A0; lys2A0/LY S2;
MET15/met15A0; ura3A0/ura3A0;
YDR448w::kanMX4/YDR448w::kanMX4 (diploid ada2 mutanti)

YST 222

Mat a; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YGL115w::kanMX4
(haploid snf4 mutanti)

YST 310

Mat a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/leu2A0; lys2A0/LY S2;
MET15/met15A0; ura3A0/ura3A0;
YGL115w::kanMX4/YGL115w::kanMX4 (diploid snf4 mutanti)

YST 240

Mat a; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YLR113w::kanMX4
(haploid hogl mutant)

YST 309

Mat a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/leu2A0; lys2A0/LYS2;
MET15/met15A0; ura3A0/ura3A0;
YLR113w::kanMX4/YLR113w::kanMX4 (diploid hogl mutant1)

YST 303

Mat a; his3A1; leu2A0; metl15A0; ura3A0; YHR206w::kanMX4
(haploid skn7 mutantr)

YST 304

Mat a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/leu2A0; lys2A0/LY S2,;
MET15/met15A0; ura3A0/ura3A0;
YHR206w::kanMX4/YHR206w::kanMX4 (diploid skn7 mutanti)

YST 261

Mat a; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YEL009c::kanM X4
(haploid gcn4 mutantr)

YST 263

Mat a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/leu2A0; lys2A0/LY S2;
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MET15/met15A0; ura3A0/ura3A0;
YELO09c::kanMX4/YELO009c::kanMX4 (diploid gcn4 mutanti)

YST 280

Mat a; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YMRO70w::kanMX4
(haploid mot3 mutanti)

YST 281

Mat a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/leu2A0; lys2A0/LYS2;
MET15/met15A0; ura3A0/ura3A0;
YMRO70w::kanMX4/ YMRO70w::kanMX4 (diploid mot3 mutant1)

YST 282

Mat a; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YDR225w::kanMX4
(haploid spt11 mutanti)

YST 284

Mat a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/leu2A0; lys2A0/LYS2;
MET15/met15A0; ura3A0/ura3A0;
YDR225w::kanM X4/ YDR225w::kanMX4 (diploid spt11 mutant1)

YST 289

Mat a; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YOR344c::kanM X4
(haploid tye7 mutantr)

YST 290

Mat a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/leu2A0; lys2A0/LYS2;
MET15/met15A0; ura3A0/ura3A0;
YOR344c::kanMX4/ YOR344c::kanMX4

(diploid tye7 mutanti)

YST 305

Mat a; his3A1; leu2A0; metl15A0; ura3A0; YDL194w::kanMX4
(haploid snf3 mutanti)

YST 306

Mat a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/leu2A0; lys2A0/LYS2;
MET15/met15A0; ura3A0/ura3A0;
YDL194w::kanMX4/YDL194w::kanMX4 (diploid snf3 mutanti)
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3.2. Yontem

3.2.1. S. cerevisiae Suslarimin Transformasyon I¢in Uretilmesi

Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslar1 Frankfurt Universitesi S. cerevisiae
koleksiyonundan taze petri kiiltiirii olarak saglandi. Maya kiiltiirleri YPD (%1 yeast
extract, %2 peptone, %2 glukoz, % 2 agar) ortaminda canlandirildi. Daha sonra
canlandirilmis bu kiiltiirler 30 °C’de tretilip stoklar olusturuldu (Rose ve ark. 1990) (Ek
1). Deneylerimiz boyunca taze S. cerevisiae kiiltiirlerinin hazirlanmasinda + 4 °C’de
YPD petrilerinde muhafaza edilen bu stoklar kullanildi. Ayrica uzun siireli stoklar i¢in
YPD’de iiretilen S. cerevisiae suslarindan steril kiirdan ile alinan maya Ornekleri 1
ml’lik steril %20 gliserol icinde resuspense edilerek —70 °C’de saklandi. Arastirmada

kullanilan ¢6zeltilerin igerikleri ve hazirlanmasi ek-1’de verildi.

3.2.2. Arastirmada Kullanilan Plazmidler

Bu arastirmada, Paris Diderot Universitesinden Dr. Pascale Lesage tarafindan
sagladigimiz Tyl-lacZ fiizyonu plazmid vektorii kullanildi (Morillon ve ark. 2002). Bu
Tyl-lacZ gen fiizyonu S. cerevisiae’da 16. kromozomdaki sentromerin sagindaki ilk
Tyl elementinden klonlanmistir (Sekil 3.1.). (Morillon ve ark. 2002).
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Sekil 3.1. Tyl-144’iin S. cerevisiae 16. kromozomdaki yeri- Arastirmalarimizda

kullandigimiz Tyl-144 elementi (YPRCTyl-2) S. cerevisiae 16. Kromozomunda
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sentromerin saginda 810562 ile 804645 koordinatlar1 arasinda bulunmaktadir (SGD-
Saccharomyces Genome Database, 2014).

Aragtirmada kullandigimiz Tyl-lacZ gen flizyonu Tyl retrotranspozonunun
transkripsiyonunun kontrolii i¢in gerekli olan promotor elementlerinin ilk 1500
niikleotidlik bolgesinde yer aldigi daha 6nce gosterilmistir (Morillion ve ark. 2002). Bu
bolge Teclp ve Stel2p baglanma bolgesi FRE, Blok I ve Mcmlp ve al/o2 diploid
kontrol dizilerini iceren Blok II transkripsiyon kontrol bolgelerini igermektedir
(Company ve Errede. 1987, 1988, Company ve ark. 1988, Kurjan 1992, Gray ve Fassler
1993).

b/
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Sekil 3. 2. Tyl-lacZ gen fiizyonunu igeren plazmidin yapisi

Arastrmamizda Tyl transkripsiyonunun regulasyonunu incelemek ig¢in
kullanilan Tyl-lacZ plazmitinin genel yapisi sekil 3.2°de verilmistir. Plazmidler E.
coli’de replikasyon i¢in ColE replikasyon orijini ve segilebilir marker olarak da
ampicillin direng geni olan pB-laktamaz igermektedirler. Ayrica, S. cerevisia’da
replikasyon ve mitotik stabilite i¢in 2u plazmidinin bir boliimiinii ve se¢ilebilir marker

gen olarak URA3 genini icermektedirler. Bu plazmitlerin S. cerevisiae hiicrelerinde
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kopya sayilarmin sabit oldugu ve hiicreden hiicreye cok degismedigi, ayrica S.
cerevisiae transformantlarinda Olgiilen [-Galaktozidaz aktivitelerinin Tyl-lacZ gen

fiizyonlarinin mRNA seviyeleri ile de orantili oldugu bilinmektedir.

3.2.3 Plazmidlerin E.coli’ye Transformasyonu ve Saflastiriimasi

Arastirmada kullanilan Tyl-lacZ gen flizyonunu igeren plazmitler daha once
hazirlanan stoklardan E. coli DH5a susuna transformasyon ile aktarilarak ¢ogaltildi. E.
coli’ye transformasyon i¢in once bakteri hiicreleri —70 C’deki stoktan almip LB
petrilerinde 37 °C’de iiretildi (Ek-1). Petride aktif olarak iiredikleri goriilen bu E. coli
susu 10 ml LB (%1 Bacto- tripton, %0.5 yeast extract, %1 NaCl ) siv1 ortamda bir gece
tiretildi. Daha sonra bu sivi kiiltiirdeki E. coli susundan 100 pl alinipp 10 ml LB
ortammda 37°C’de logaritmik faza kadar iiretildi (Ek-1). Kompetent E. coli hiicreleri
MgCl,/CaCl, yontemi kullanilarak daha once agiklandigi sekilde elde edildi ve taze
olarak transformasyonda kullanildi (Ausubel ve ark. 1987). E. coli’ye transformasyon
da rutin olarak izlenen yontem kullanildi. Transformant bakteriler LB-ampicillin
petrilerinde tretildi (Ek 1).

E.coli’ye transform edilen Tyl-lacZ plazmiti Sigma-Prep miniprep plazmit
izolasyon kiti kullanilarak izole edildi. E. coli’den plazmit saflastirma isleminde tiretici
firma tarafindan verilen yontem izlendi. Saflastirilan Tyl-lacZ plazmit DNA’lar1 100

ul’lik 1x TE (pH:7.4) ¢ozeltisi i¢inde -20°C de sakland: (Ek-1).

3. 2.4. Plazmitlerin S. cerevisiae’ya Transformasyonu

Tyl-lacZ gen fiizyonunu igeren URA3-2um plazmiti S. cerevisiae hiicrelerine
lityum asetat polyetilen glikol yontemi kullanilarak transform edildi (Ito ve ark. 1983).
Bunun i¢in 6nce 4 °C’de bekletilen stok S. cerevisiae suslarmdan 5 ml’lik YPD
ortamlarina steril kiirdan kullanilarak ekim yapildi ve calkalamali inkiibatrde 130
devir/dakika hizda ve 30 °C’de bir gece (18 saat) iiretildi. Bu sivi kiiltiirdeki S.
cerevisiae suslarindan 2,5 ml alinarak tekrar son hacimi 25 ml olan YPD ortamina ekim
yapildi ve ayni sartlarda logaritmik asamaya kadar iiretildi (Rose ve ark. 1990).
Logaritmik fazdaki S. cerevisiae hiicreleri santrifiijde 3000 g’de 5 dakika ¢oktiiriildii.
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Coken S. cerevisiae hiicreleri 25 ml steril saf su ile yikandi ve tekrar santrifiij ile 3000
g’de 5 dakika ¢oktiiriildii. Siv1 faz atilip ¢oken S. cerevisiae hiicreleri taze hazirlanmig
Iml steril 0.1M lityum asetat ¢ozeltisinde ¢oziildii ve hiicre siispansiyonu mikrofiij
tiiplerine alinarak nazik¢e karistirildi. Mikroflij tiiplerindeki siispansiyon 10 sn.
sliresince mikrosantrifiij cihazinda en iist devirde ¢Oktiiriildii. Daha sonra S. cerevisiae
stispansiyonundan lityum asetat pipet araciligiyla uzaklastirildi ve tekrar 450 ul 0.1M
lityum asetat eklenerek maya hiicreleri ile tekrar bir siispansiyon olusturuldu. Bu
stispansiyondan 50 pl steril mikrofiij tiiplerine alindi ve en iist devirde tekrar 10 sn.
mikrosantrifiij cihazinda ¢oktiiriildiikten sonra lityum asetat pipetle uzaklastirildi. Daha
sonra mikrofiij tiiplerindeki S. cerevisiae ¢okeltilerinin {izerine, 4-5 pg plazmid DNA’st,
5-6 ng denatiire edilmis herring sperm DNA’s1, 240 ul PEG, 36 ul 1 M lityum asetat ve
60 ul steril saf su ilave edildi. Bu plazmit S. cerevisiae karigimlar1 30 °C’de etiivde 30
dakika bekletildi. Daha sonra bu hiicre plazmit karisimma 42°C’° de su banyosunda 30
dakika 1s1 soku verildi. Is1 sokunun ardindan mikrosantriftijde 8000 rpm’de 15 saniye
¢oktiirtildii ve mikropipetle transformasyon karisimi uzaklastirildi. Coken S. cerevisiae
hiicreleri 400-500 pl steril saf su ile ¢ozlindii. Bu hiicre siispansiyonundan 75-100 pl
alinip urasil igermeyen sentetik tam minimal iireme ortamu (-Ura, SC + %2 glukoz)
petrilerine ekim yapild1 ve 30°C’deki etiive konuldu.

Transformantlar yaklasik 4 gilin sonra petrilerde segilebilir koloniler olusturdu.
Transformant maya kolonilerinden 8-10 adeti se¢ilip yeni minimal petrilerde iiretilerek

[-galaktozidaz deneyi i¢in daha dnce tanimlandig: sekilde hazirlandi (Guarente 1983).

3.2.5. S. cerevisiae Transformantlarimin Uretilmesi

Glukoz sinyal iletim yolunun haploid ve diploid S. cerevisiae hiicrelerindeki Tyl
transkripsiyonuna etkilerini arastirabilmek icin Tyl-lacZ plazmitini iceren URA™ S.
cerevisiae transformantlar1 6nce 2’li olarak 5ml SC-URA+ %2 glukoz veya %2 gliserol-
laktat iceren iireme ortaminda 30 C’de g¢alkalamali etiivde 130 devir dakika hizda
duragan faza kadar {iretildi (yaklasik 20-24 saat). Daha sonra bu duragan faz S.
cerevisiae kiiltiirlerinden 200ul alinip 5 ml’lik taze SC-URA + %2 glukoz iireme
ortamma ekim yapildi ve S. cerevisiae kiiltiirleri ayn1 sartlarda logaritmik faza kadar

(Agoo: 1.0) tiretildi. Bu iireme periyodu sonunda S. cerevisiae hiicreleri santrifiij ile 3000
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g’de ¢oktiiriildii. Coktiirtilen S. cerevisiae kiiltiirleri 1 ml’lik steril saf su ile bir kez
yikanip tekrar ¢oktiiriildii. Bu kez hiicre ¢okeltisinin {izerine 200 pl Breaking Buffer
eklendi ve hiicreler bu sekilde -70 °C’de donmaya birakildi (Ek 1).

Ayrica, logaritmik faza kadar SC-URA+ %2 glukoz ortaminda iireyen S.
cerevisiae hiicreleri ¢oktiiriildii ve 5 ml’lik steril saf su ile yikandi ve tekrar ¢oktiiriildii.
Coken maya hiicreleri SC-URA+ %0,01 glukoz iceren ortamda ¢oziilerek logaritmik
faza kadar iretildi (Neigeborn ve Carlson 1987) ve ¢oktiiriilerek donduruldu ve daha
sonra B-Galaktozidaz aktiviteleri 6l¢iildii.

Tyl transkripsiyonuna ozmotik stresin etkisini Olgebilmek icin ise Tyl-lacZ
plazmiti ile transform edilmis S. cerevisiae hiicreleri dnce SC-URA+ %2 glukoz tireme
ortaminda logaritmik faza kadar iretilildi. Daha sonra son konsantrasyon 0,8 M olacak
sekilde steril NaCl eklenerek maya hiicreleri 4 saat daha iretildi. 4 saatlik iireme
periyodu sonunda hiicreler 2000 rpm’de 5 dakika santrifujle ¢oktiiriildii ve yukarida
aciklandig1 sekilde [-Galaktozidaz aktivitelerinin belirlenmesi igin hazirlanarak
donduruldu.

Tupl mutant1 S. cerevisiae susunun flokulasyon gosterdigi belirlendi.
Flokulasyonun Onlenmesi igin lireme ortamima oOrtamma son konsantrasyon 10 mM
olacak sekilde steril EDTA ¢6zeltisi eklendi.

3.2.6. p-Galaktosidaz Aktivitelerinin Olciilmesi

Dondurulan S. cerevisiae hiicleri B-Galaktozidaz aktivitelerinin Ol¢timiinden
hemen Once oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. Hiicre slispansiyonlar1 ¢oziiniince 20
ul saf kloroform ve 20 pl 0.1%’lik SDS ilave edilerek permeabilize edildi ve 10-15
saniye siireyle en yiiksek hizda vorteks cihazi ile karigtirildi. Permeabilize S. cerevisiae
siispansiyonlarindan 20 pl’lik bir karisimin orta kismindan alinarak iicer adet
hazirlanmis olan 980 ul’lik B-galaktozidaz tampon ¢ozeltisi (Z-Buffer) igine ilave
edildi. Boylece p-Galaktozidaz aktivitesi her transformant hiicresi igin tekrarlanmig
oldu. Daha sonra reaksiyonun gergeklesmesi i¢in deney ¢ozeltisinin optimum sicaklik
olan 30 C’de su banyosunda 2 dakika bekletildi ve bu siire sonunda da permeabilize
edilmis hiicre karigimina 200 pul ONPG eklenerek yavasca karistirildi ve 30 °C’de agik

sar1 renk olusuncaya kadar beklendi ve bunun i¢in gecen siire de kayit edildi. Bu
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reaksiyon Sekil 3.3°de goriildiigii gibi o-nitrofenil- B-D-galaktopiranozidaz (ONPG)
bilesiginin plazmid vektoriindeki lacZ geninden kodlanan B-Galaktozidaz enzimi
tarafindan bir galaktoz ve sar1 rengi veren o-nitrofenole ayrigmasi ile gergeklesti.
Bekleme siiresi sonunda ONPG-B-Galaktozidaz reaksiyonlar1 500 pl 1M sodyum
karbonat ilave edilerek ve tekrar yavasca karistirilarak durduruldu. Reaksiyon tiipleri
1000 g’de 5 dakika santrifiij edildi, hiicreler ¢oktiiriildii. Cozeltilerin absorbanslari
420’nm’de Shimadzu Mini 1240 model spektrofotometrede ol¢iildii.

CHOH NO; CH.OH
Q .
H 0 [i -galactosidase H O.0H
OH OH MO,
OH
OH OH
o-nitrophenyl- - - galactopyraneside oalactose o-nitrophenol
(ON PG, colourkess = ) {vellow @ pH %)

Sekil 3.3. ONPG’nin ayrigsmasi. 0-nitrofenil- p-D-galaktopiranozidaz (ONPG)
bilesiginin B-Galaktozidaz enzimi ile bir galaktoz ve sar1 rengi veren o-nitrofenole

ayrismasi (Tedin et al. 1995)

Permeabilize edilen S. cerevisiae siispansiyonlarmin toplam protein
konsantrasyonlar1 da Lowry metoduna gore daha once aciklandigi sekilde belirlendi
(Lowry ve ark. 1951). Bunun i¢in 6nce 10 ml’lik cam tiiplere 180 ul’lik steril saf su
konuldu. Permeabilize edilmis hiicre lizatlarindan 20 pl alinarak tiip i¢ine eklendi. Bu
karisima 1 ml Lowry C ¢ozeltisi eklenerek vortex ile kisa siire karistirildi ve oda
sicakliginda 10 dakika beklendi (Ek 3). Bekleme siiresi sonunda karigima IN folin
(Sigma F 9252) fenol ¢ozeltisinden 100 ul eklenerek vorteks ile karistirildi ve oda
sicakhiginda 30 dakika beklendi ve daha sonra da olusan mavi renkli protein
komplekslerinin OD7so nm’de absorbanslar1 belirlendi. Bu reaksiyon Sekil 3.4.’de
goriildiigii gibi alkali ortamda bakir iyonunun (Cu*?) proteindeki peptid baglari ile bir

kompleks olusturarak (Cu*)’e indirgenmesi ve indirgenmis bakir ve proteinlerin yan
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zincirinde yer alan Tyr, Trp ve Cys aminoasitlerinin Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek

renk olusturmasi esasina dayanmaktadir.

Stepl Step2
tepl) O tep2) o
Protein 2 Protein-Cult -
(Peptide bonds| + Qu Complex + Folin-Ciocalteu

Sekil 3.4. Lowry metodu-Lowry metodu alkali ortamdaki bakir iyonunun (Cu*?)
proteindeki peptid baglar1 ile bir kompleks olusturarak (Cu‘)’e indirgenmesi ve
indirgenmis bakir ve proteinlerin yan =zincirinde yer alan Tyr, Trp ve Cys
aminoasitlerinin Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek mavi renk olusturmasi esasina
dayanmaktadir (JOHNSON, http://www.labome.com/method/Protein-Quantitation.html,
2014).

Deneylerde her transformant S. cerevisiae susu i¢in en az 4 farkli transformant
kullanildi. Deneyler iiclii olarak yapildi ve en az iki kez tekrarlandi. Bu nedenle
sonuglar boliimiinde verilen gizelgelerdeki B-Galaktozidaz aktiviteleri en az 12 farkli
deneyin ortalamasini gostermektedir. Elde edilen sonuglarin ¢ogunda standart sapmanin
%10’nun altinda oldugu bulundu. B-Galaktozidaz aktiviteleri EK-2’de verilen yonteme
gore hesapland1 ve dakikada mg protein basma hidroliz edilen nanomole ONPG olarak

verildi.
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4. BULGULAR

4. 1. Glukoz Sinyalinin Tyl Transkripsiyonuna Etkileri

4.1.1. Glukoz Sinyalinin Haploid ve Diploid S. cerevisiae Hiicrelerinde Tyl

Transkripsiyonuna Etkileri

S. cerevisiae hiicreleri dogada haploid ve diploid olarak bulunurlar. Tyl
retrotranspozonlarmin transkripsiyonlarinin diploid hiicrelerde, haploid hiicrelere gore 5
ila 20 kat arasi1 daha az ifade edildigi bilinmektedir (Elder ve ark. 1981, Errede ve ark
1980). Bu ifade farkinin sebepleri tam olarak bilinmemekle beraber Tyl promotorunda
Blok IT bolgesinde al/o2 diploid kontrol dizisinin oldugu ve diploid S. cerevisiae
hiicrelerinde Tyl transkripsiyonu baskiladigi bilinmektedir (Company ve ark. 1987,
Gray ve Fassler 1993). Tyl retrotranspozonu herhangi bir transkripsiyon faktorii
kodlamaz ve transkripsiyonu tiimiiyle S. cerevisiae genomundan kodlanan faktorlere
baghdir. Tyl transkripsiyonunun glukoz sinyalinden nasil etkilendigi tam olarak
bilinmemektedir. Bu nedenle glukoz sinyalinin Tyl retrotranspozonu transkripsiyonuna
etkileri kontrol edildi. Tyl promotor boélgesini igeren Tyl-lacZ gen flizyonu plazmiti
yaban tip haploid (YST124) ve yaban tip diploid (YST125) S. cerevisiae suslarina
transform edildi. Transformantlar Yiiksek glukoz (%2 glukoz), diisiik glukoz (%0,05)
ve fermente edilmeyen karbon kaynaklar1 olarak gliserol-laktat igeren tireme
ortamlarma ekildi ve transkripsiyonlarinin seviyeleri belirlendi. Sonug olarak Sekil 4.
1’de gordiigii gibi Tyl-lacZ gen fiizyonu igeren haploid S.cerevisiae hiicrelerinde her {i¢
ortamda da benzer seviyelerde transkripsiyonun gergeklestigi, Tyl-lacZ gen flizyonu
iceren diploid S. cerevisiae hiicrelerinde ise gliserol-laktat igeren ortamdaki
transkripsiyon seviyesinin yiiksek glukoz iceren ortama gore ii¢ kat, diisiik glukoz
iceren ortama gore ise iki kat fazla oldugu belirlendi. Diploid hiicrelerde Tyl
transkripsiyonunun haploid hiicrelere gore her ii¢ iireme ortaminda da daha dnce rapor

edildigi sekilde diisiik seviyede gergeklestigi goriildii (Cizelge 4.1.).
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Cizelge 4. 1. Glukoz sinyalinin haploid ve diploid S. cerevisiae hiicrelerinde Tyl

transkripsiyonuna etkileri.
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[-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basma hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir. 3-Galaktozidaz aktiviteleri S. cerevisiae’nin yaban tip haploid susu
olan YST124 (HYT) ve yaban tip diploid susu olan YST125 (DYT) transformantlarinda
Olctilmiistiir.

-R: Repres iireme kosullar1 (%2 glukoz)

-DR: Derepres iireme kosullar1 (%0,05 glukoz)

-G/L: %2 Gliserol, %2 Laktat iireme ortami
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4.1.2. Tupl Ko-represoriiniin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Haploid ve Diploid S.

cerevisiae Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri

Bu arastirmada, Raplp, Mcmlp ve diploidlerde al/a2 heterodimeriyle etkilestigi
bilinen Ssn6-Tupl kompleksinin korepresorlerinden Tuplp’nin haploid ve diploid
Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinde Tyl transkripsiyonuna etkilerini dlgmek igin
Tyl-lacZ plazmiti, haploid ve diploid tupl mutanti Saccharomyces cerevisiae
hiicrelerine transform edildi. Transformantlar yiiksek glukoz iceren repressed veya

diistik glukoz igeren derepressed iireme ortamlarinda tretildi.

Cizelge 4. 2. Tupl Ko-represoriiniin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Haploid S.

cerevisiae Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri.
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Haploid Yaban Tip Atupl

B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST124’tiir.

tupl S. cerevisiae’nin YST301 susudur ve YST124’e izogeniktir.
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Sonug olarak Cizelge 4.2’de goriildiigi gibi maya hiicrelerinin tiretildigi yiiksek
glukoz ve disiikk glukoz sartlarinda tupl mutanti haploid maya hiicrelerinde Tyl
transkripsiyonunun ayni ortamda iiretilen yaban tip haploid hiicrelerdekine gore ii¢ kat

azaldigi belirlendi.

Cizelge 4. 3. Tupl Ko-represoriiniin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Diploid S.

cerevisiae Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri.
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Diploid Yaban Tip Atup1/Atup1

B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST125’tir.

tupl/tupl S. cerevisiae’nin YST302 susudur ve YST125’e izogeniktir.

-R: Repres iireme kosullar1 (%2 glukoz)

-DR: Derepres tireme kosullar1 (%0,05 glukoz)

-G/L: %2 Gliserol, %2 Laktat iireme ortami
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Homozigot tupl mutant: diploid hiicrelerde ise Cizelge 4.3°de gorildigi gibi
yiksek glukoz igeren repressed sartlarda transkripsiyon seviyesinin yaban tip diploid
hiicrelerle ayni1 seviyede kaldigi ve diisiik glukoz iceren derepressed sartlarda ise
Homozigot tupl mutant1 diploid hiicrelerde Tyl transkripsiyonunun derepressed
sartlarda iiretilen yaban tip diploid hiicrelere gére kismen azaldigi bulundu.

Haploid ve diploid tupl mutant suslar1 ile elde edilen sonuglar bu transkripsiyon
faktoriiniin haploid hiicrelerde bazal transkripsiyonun saglanmasi i¢in mutlaka gerekli
oldugunu gostermektedir. Haploid hiicrelerde Tyl transkripsiyonu glukoz sinyaline
yanit vermemekte ve yiiksek bazal seviyede (yaklasik 3000 {inite) transkripsiyon
gerceklesmektedir. Haploid hiicrelerden farkli olarak, diploid yaban tip hiicrelerde ise
Tyl transkripsiyonunun diisiikk glukoz veya gliserol laktat ortaminda 2-3 kat artis
gosterdigi gortilmektedir (Cizelge 4.3.). Elde edilen sonuglar diploid hiicrelerde Tyl
transkripsiyonunundaki bu artigin tiimiiyle Tuplp’den kaynaklandigini géstermektedir.
Bundan dolay1r Atupl/Atupl mutant1 diploid hiicrelerde Tyl transkripsiyonu diisiik

glukoz veya gliserol ortaminda da bazal seviyede gergeklesir.
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4.1.3. Teclp Transkripsiyon Faktoriiniin Glukoz Sinyaline Yamit Olarak Haploid

ve Diploid S. cerevisiae Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri

Onceki arastirmalarda transkripsiyon faktorii Teclp’nin Tyl ve Tyl’e bagh
genlerin transkripsiyonunu arttirdigini gosterilmistir. Ayrica tecl mutant hiicrelerinde
MAT lokusu etkisinin bozuldugu ve TEC1 geninin a/o diploid maya hiicrelerinde bir
etkisinin olmadigi, bu sebeple de TEC1 ve MAT lokusu arasinda bir etkilesim oldugu
diistiniilmektedir (Laloux ve ark. 1990). Transkripsiyon faktorleri Teclp ve Stel2p
birbirleriyle etkilesip vejetatif adhezyon, filament olusumu, mating gibi farkli gelisimsel
programlar1 kontrol etmektedir (Dolan ve ark. 1989, Fields ve Herskowitz 1985, 1987,
Gavrias ve ark. 1996, Liu ve ark. 1993, Madhani ve Fink 1997, Mdsch ve Fink 1997,
Mosch ve ark. 1999, Roberts ve Fink 1994). Haploid S. cerevisiae hiicrelerinde Stel12p
ve Teclp transkripsiyon faktorleri Tyl transkripsiyonu i¢in gereklidir (Laloux ve ark.
1990, Morillon ve ark. 2000). Diploid hiicrelerde ise Tyl transkripsiyonu sadece Kssl
invazif-filament yolaginin uyarilmasiyla aktive edilmektedir (Morillon ve ark. 2000).
Bu bilgiler goz oniine alarak Tyl transkripsiyonunun glukoz sinyaline yanit olarak
diizenlenmesinde Teclp’nin gorev alip almadig arastirildi.

Tyl-lacZ gen flizyonunun transkripsiyon seviyeleri haploid Atecl ve diploid
Atecl/Atec] mutant hiicrelerinde li¢ farkli karbon kaynaginda belirlendi. Elde edilen

sonuglar Cizelge 4.4.’te verildi.
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Cizelge 4.4. TeclP Transkripsiyon Faktoriiniin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Haploid

S. cerevisiae Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri
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R DR G/L R DR G/L

Haploid Yaban Tip Atecl

[-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basma hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST124’tiir.

tecl S. cerevisiae’nin YST265 susudur ve YST124’e izogeniktir.

Haploid Atecl mutant1 S. cerevisiae hiicrelerinde beklendigi gibi Tyl
transkripsiyonunda ortalama 3-kat azalma oldugu goriildii. Buna ek olarak, Atecl
mutant1 hiicrelerde de Tyl transkripsiyonunun glukoz sinyalinden fazla etkilenmedigi

goriildi (Cizelge 4.4.).
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Cizelge 4.5. Teclp Transkripsiyon Faktoriiniin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Diploid

S. cerevisiae Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri
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Diploid Yaban Tip Atecl/Atecl

[-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basma hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST125tir.

tecl S. cerevisiae’nin YST267 susudur ve YST125’e izogeniktir.

Atecl/ Atecl mutant1 diploid hiicrelerde ise Cizelge 4.5’de goriildiigii gibi yliksek
glukoz iceren repressed sartlarda transkripsiyon seviyesinin yaban tip diploid hiicrelere
gore degismedigi, maya hiicrelerinin yiiksek glukoz ortamindan diisiik glukoz ortamina
aktarildigi derepressed sartlarda ise Atecl/ Atec! mutantit diploid hiicrelerdeki Tyl
transkripsiyonunun yaban tip diploid hiicrelerdeki Tyl transkripsiyonuna gore bir
miktar artt1g1, zayif karbon kaynagi igeren gliserol-laktat iceren ortamda biiyiiyen tecl
mutant1 diploid S. cerevisiae hiicrelerinde ise Tyl transkripsiyonunun yaban tip diploid
hiicrelere kiyasla 2 kattan fazla azaldig: belirlendi.

Bu sonuglar; Teclp’nin haploid S. cerevisiae hiicrelerinde Tyl transkripsiyonunu

glukoz sinyaline yanit olarak 3 kat aktive ettigini, diploid hiicrelerde ise glukoz
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sinyaline yanit olarak Tyl transkripsiyonunun diizenlenmesinde gorev aldigini

gostermektedir.

4.1.4. Snf3p ve Snf4p’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Haploid ve Diploid S.

cerevisiae Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri

Transkripsiyon faktorlerinin S. cerevisiae hiicrelerinin iiredikleri ortam sartlarina
bagl olarak diizenlendikleri bilinmektedir (Schneper ve ark. 2004, De Virgilio ve
Loewith 2006). Bu sebeple glukoz algilanmasinda ve glukoz sinyalinin iletilmesinde
gorev alan faktorlerden diislik glukoz sensorii Snf3p ve Snfl protein kinaz kompleksi
altiinitesi Snf4p’nin Tyl transkripsiyonunun diizenlenmesinde gorev alip almadigi

arastirildi

Cizelge 4. 6. Snf3p’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Haploid S. cerevisiae

Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri.
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-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST 124 tiir.

snf3 S. cerevisiae’nin YST305 susudur ve YST124’e izogeniktir.

Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi haploid snf3 mutant1 S. cerevisiae hiicrelerinin
repressed sartlarin oldugu yiiksek glukoz (%2 glukoz) ortamindan derepressed sartlarin
oldugu diisiik glukoz (%0,05 glukoz) ortamma aktarilmasiyla Tyl transkripsiyonu

yaban tip haploid hiicrelere gore bir miktar artmustir.

Cizelge 4.7. Snf3p’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Diploid S. cerevisiae

Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri.

p-Galaktozidaz Aktivitesi
S
Q
Q

R DR R DR

Diploid Yaban Tip Asnf3/Asnf3

B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST125tir.
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snf3/snf3 S. cerevisiae’nin YST306 susudur ve YST125’e izogeniktir.

Diger taraftan yiiksek glukoz sartlarinda iireyen homozigot diploid snf3 mutanti
hiicrelerdeki Tyl transkripsiyonu yaban tip hiicrelerdeki Tyl transkripsiyonuna gore bir
miktar azalmistir. Yiiksek glukozdan diisik glukoz ortamma aktarilan diploid
homozigot snf3 mutant1 hiicrelerdeki Tyl transkripsiyonu ise yaban tip diploid
hiicrelere kiyasla bir miktar artmustir (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4. 8. Snf4p’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Haploid S. cerevisiae
Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri.
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Haploid Yaban Tip Asnf4

B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST 124 tiir.

snf4 S. cerevisiae’nin YST222 susudur ve YST124’e izogeniktir.

50



Haploid snf4 mutant:1 S. cerevisiae hiicrelerinde ise Cizelge 4.8’de goriildiigii gibi
yiiksek glukoz (%2 glukoz) ortaminda tireyen snf4 mutant1 haploid hiicrelerdeki Tyl
transkripsiyonu yaban tip haploid hiicrelerdeki Tyl transkripsiyonuna kiyasla 2 kat
azalmistir. Derepressed sartlarda {ireyen haploid snf4 mutant1 S. cerevisiae
hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonu ise yaban tip haploid maya hiicrelerindeki Tyl

transkripsiyonuna gore bir miktar azalmistir.

Cizelge 4.9. Snfdp’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Diploid S. cerevisiae
Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri.

p-Galaktozidaz Aktivitesi
S
Q
Q

R DR R DR

Diploid Yaban Tip Asnf4/Asnf4

B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST125’tir.

snf4/snf4 S. cerevisiae’nin YST310 susudur ve YST125%¢ izogeniktir.
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Ayrica, hem repressed hem de derepressed sartlarda iireyen diploid snf4 mutanti
S. cerevisiae hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonu ise Cizelge 4.9’da goriildiigi gibi ayni
sartlardaki yaban tip haploid ve diploid S. cerevisiae hiicrelerindeki Tyl
transkripsiyonuna gore bir miktar artmugtir.

Bu sonuglara gore, Snf3p haploid ve diploid S. cerevisiae hiicrelerindeki Tyl
transkripsiyonun glukoz sinyali ile kontroliinde kismen gorev almaktir. Ayrica, snf4p
Tyl transkripsiyonunu glukoz sinyaline yanit olarak haploid ve diploid hiicrelerde

birbirlerinden farkli olarak diizenledigini belirlenmistir.

4.1.5. Snf2p ve Ada2p’nin Glukoz Sinyaline Yamit Olarak Haploid ve Diploid S.

cerevisiae Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri

Swi/Snf kompleksi alt iinitesi Snf2p’nin ve SAGA kompleksi alt iinitesi
Ada2p’nin Tyl transkripsiyonu i¢in gerekli oldugu ve Ssn6-Tupl kompleksinin Swi/Snf
kompleksi ve SAGA kompleksi ile etkileserek bazi S. cerevisiae genlerini kontrol ettigi
daha Onceki arastirmalarla kanitlanmistir (Proft ve Struhl 2002, Fleming ve Pennings
2007). Bu arastirmada Swi/Snf kompleksi alt iinitesi Snf2p’nin ve SAGA kompleksi alt
tnitesi Ada2p’nin Tyl transkripsiyonuna glukoz sinyaline yamit olarak etkileri

incelendi.
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Cizelge 4. 10. Snf2p’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Haploid S. cerevisiae

Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri
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Haploid Yaban Tip Asnf2

[-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST124’tiir.

snf2 S. cerevisiae’nin YST278 susudur ve YST124’e izogeniktir.

Bu arastirma sonucunda Cizelge 4.10°da goriildiigii gibi hem yiiksek glukoz (%2
glukoz) hem de diisiik glukoz ortam sartlarinda {iretilen haploid snf2 mutant1 S.
cerevisiae hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonu yaban tip haploid hiicrelerdeki Tyl

transkripsiyonuna oranla 2 kat azaldig1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.11. Snf2p’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Diploid S. cerevisiae

Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri
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[-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basma hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST125tir.

snf2/snf2 S. cerevisiae’nin YST296 susudur ve YST125’¢ izogeniktir.

Yiiksek glukoz ortaminda firetilen ve yiiksek glukoz ortamimdan diisiik glukoz
ortamma alman diploid homozigot snf2 mutanti S. cerevisiae hiicrelerindeki Tyl
transkripsiyonu Cizelge 4.11°de gorildiigii gibi yaban tip diploid S. cerevisiae

hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonuna gore sirastyla 2 ve 3 kat azalmistur.
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Cizelge 4. 12. Ada2p’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Haploid S. cerevisiae
Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri
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[-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST124’tiir.

ada2 S. cerevisiae’nin YST307 susudur ve YST124’e izogeniktir.

Swi/Snf kompleksinin etkisinin incelenmesinden sonra SAGA kompleksinin de
Tyl transkripsiyonuna etkileri incelendi. Elde edilen sonuglara gore yiiksek glukoz
ortaminda tretilen haploid ada2 mutant1 hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonu Cizelge
4.12°de goriildiigii gibi yaban tip haploid maya hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonuna
gore bir miktar azalmistir. Bununla birlikte diisiik glukoz (derepres) ortaminda iiretilen
haploid ada2 mutant1 hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonu yaban tip haploid maya
hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonuna gore ise bir miktar artmistir. Bu artis ve azalmalar

fizyolojik olarak onemli bulunmamaktadir.
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Cizelge 4.13. Ada2p’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Diploid S. cerevisiae
Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri
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[-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basma hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST125tir.

ada2/ada2 S. cerevisiae’nin YST308 susudur ve YST125’¢ izogeniktir.

Benzer bir sekilde, Cizelge 4.13’te gorildigi gibi diploid homozigot ada2
mutant1 S. cerevisiae hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonu yaban tip diploid S. cerevisiae
hiicrelerine gore bir miktar azalmistir ve Yyiiksek glukoz ortamindan diisiik glukoz
ortamina aktarilan homozigot ada2 mutanti diploid S. cerevisiae hiicrelerinde ise Tyl
transkripsiyonu yabani tip diploid S. cerevisae hiicrelerine yaklasik 2 kat artmustir.

SAGA kompleksi alt birimi olan ada2 mutant1 ile yapilan bu aragtirma
sonuglarma gore, SAGA kompleksinin Tyl transkripsiyonunun glukoz sinyali ile
kontroliinde kismen yer aldigi goriilmektedir. Bununla birlikte, Swi/Snf kompleksi

altlinitesi Snf2p glukoz baskilanmasi ile kontrol edilmemekle birlikte haploid ve diploid
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S. cerevisiae hiicrelerinde glukoz sinyaline yanit olarak Tyl transkripsiyonunun

diizenlenmesinde dnemli bir rolii oldugu belirlendi.

4.1.6. Transkripsiyon faktorleri Mot3, Tye7 ve Gen4’iin Glukoz Sinyaline Yanit
Olarak Haploid ve Diploid S. cerevisiae Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna
Etkileri

Transkripsiyon faktorleri Mot3, Tye7 ve Gend’tin Tyl transkripsiyonunda rol
oynadiklar1 daha oOnceden bilinmektedir. Bu arastirmada Mot3, Tye7 ve Gcn4
faktorlerinin haploid ve diploid S. cerevisiae hiicrelerinde Tyl transkripsiyonunun
glukoz sinyal iletimine yanit olarak diizenlenmesinde gorev alip almadiklar1 da

incelendi.

Cizelge 4. 14. Mot3p’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Haploid S. cerevisiae

Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri.
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B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST124’tiir.
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mot3 S. cerevisiae’nin YST280 susudur ve YST124’e izogeniktir.

Sonug¢ olarak Cizelge 4.14’te gordiildiigii gibi yiiksek glukoz (repressed) ve
diistik glukoz igeren (derepressed) ortam sartlarinda tiretilen haploid mot3 mutant1 S.
cerevisiae hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonunun ayni ortamlarda iretilen yaban tip
haploid maya hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonuna kiyasla bir miktar azaldigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.15. Mot3p’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Diploid S. cerevisiae
Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri.
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-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST125’tir.

mot3/mot3 S. cerevisiae’nin YST281 susudur ve YST125’e izogeniktir.
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Diploid mot3 mutant1 S. cerevisiae hiicrelerinde ise Cizelge 4.15.te gorildiigi
gibi repressed sartlarda Tyl transkripsiyonunun yaban tip diploid hiicrelerdeki Tyl
transkripsiyonuna gore bir miktar azaldigi, derepressed sartlarda ise Tyl

transkripsiyonunun yaban tip diploid hiicrelerine gore kismen arttig1 belirlenmistir.

Cizelge 4. 16. Tye7p’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Haploid S. cerevisiae
Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri.
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-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basmna hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST124’tiir.

tye7 S. cerevisiae’nin YST289 susudur ve YST124’e izogeniktir.

Haploid tye7 mutant1 S. cerevisiae hiicrelerinde Cizelge 4.16’da goriildigi gibi
repressed sartlarda Tyl transkripsiyonunun yaban tip haploid hiicrelerdekine kiyasla
yaklasik 2 kat azaldigi, derepressed sartlarda ise Tyl transkripsiyon seviyesinin

degismedigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.17. Tye7p’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Diploid S. cerevisiae
Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri
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B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST125’tir.

tye7/tye7 S. cerevisiae’nin YST290 susudur ve YST125’e izogeniktir.

Bununla birlikte, diploid homozigot tye7 mutant1 S. cerevisiae hiicrelerinde ise Cizelge
4. 17°de goriildiigii gibi repressed sartlarda Tyl transkripsiyonunun yaban tip diploid
maya hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonuna gore bir miktar azaldig1 fakat derepressed

sartlarda Tyl transkripsiyonunun kismen arttig1 belirlenmistir.
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Cizelge 4. 18. Gcendp’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Haploid S. cerevisiae
Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri
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[-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basma hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST124’tiir.

gcnd S. cerevisiae’nin YST261 susudur ve YST124°¢ izogeniktir.

Ayrica, haploid gcn4 mutanti maya hiicrelerinde Cizelge 4.18’de goriildiigii gibi

Tyl transkripsiyonunun hem repressed hem derepressed sartlarda yaban tip haploid

hiicrelerdeki Tyl transkripsiyon seviyelerine gore fazla degismedigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.19. Gcendp’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Diploid S. cerevisiae
Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri

B-Galaktozidaz Aktivitesi

R DR R DR

Diploid Yaban Tip Agend/Agen4

B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST125’tir.

gcnd/gend S. cerevisiae’nin YST263 susudur ve YST125%¢ izogeniktir.

Diploid homozigot gcnd4 mutant: S. cerevisiae hiicrelerinde ise Cizelge 4.19°da
goriildiigli gibi Tyl transkripsiyonunun repressed sartlarda yaban tip diploid
hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonuna gore fazla degigsmedigi fakat derepressed sartlarda
Tyl transkripsiyonunun bir miktar arttig1 gézlenmistir.

Bu sonuglara gore Mot3 ve Gcend transkripsiyon faktorlerinin @ Tyl
transkripsiyonunun glukoz sinyaline yanit olarak diizenlenmesinde kismi etkileri

oldugu, Tye7p’nin ise daha etkin bir rol iistlendigi belirlendi.
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4.1.7. Sptl1p’nin Glukoz Sinyaline Yamit Olarak Haploid ve Diploid S. cerevisiae
Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri

H2A histon proteinini kodlayan ve bir Ty supresorii olan SPT11’in haploid ve
diploid Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinde glukoz sinyaline yanit olarak Tyl
transkripsiyonuna etkilerini 6lgmek i¢in Tyl-lacZ plazmiti, haploid ve diploid sptll
mutantt  Saccharomyces cerevisiae hiicrelerine ayr1 ayr1 transform edildi.
Transformantlar yiiksek glukoz iceren repressed veya diisiik glukoz igceren derepressed

ortaminda uretildi.

Cizelge 4. 20. Sptllp’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Haploid S. cerevisiae
Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri
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Haploid Yaban Tip Asptl 1

B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST124’tiir.
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sptll S. cerevisiae’nin YST282 susudur ve YST124’¢ izogeniktir.

Sonug olarak Cizelge 4.20.’de goriildigi gibi; Yiiksek glukoz (Repressed) ve
diisiik glukoz iceren (Derepressed) ortamlarda iiretilen haploid sptll mutant1 maya
hiicrelerinin, ayni sartlarda tretilen yaban tip haploid maya hiicrelerine gore Tyl

transkripsiyon seviyelerinin fazla degismedigi belirlenmistir.

Cizelge 4.21. Sptllp’nin Glukoz Sinyaline Yanit Olarak Diploid S. cerevisiae
Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri

4000

3500

3000

2500

2000

1500

B-Galaktozidaz Aktivitesi

1000

500

R DR R DR

Diploid Yaban Tip Asptl1/Aspt11

-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST125’tir.

sptll/sptll S. cerevisiae’nin YST284 susudur ve YST125%¢ izogeniktir.

Yiiksek glukoz (Repressed) ve diisiik glukoz igeren (Derepressed) ortamlarda

tiretilen homozigot sptll mutant: diploid maya hiicrelerinin, ayni sartlarda iiretilen
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yaban tip diploid maya hiicrelerine goére Tyl transkripsiyonunun kismen arttig
belirlenmistir.

Bu sonuglardan dolayr Sptl1’in Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinde hiicre
tipine o6zel Tyl transkripsiyonun glukozla kontroliinde kismi bir etkisi oldugu

distiniilmektedir.
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4. 2. Ozmotik Stresin Tyl Transkripsiyonuna Etkileri

4.2.1. Ozmotik Stresin Haploid ve Diploid S. cerevisiae Hiicrelerinde Tyl
Transkripsiyonuna Etkileri

Ortam sartlarindan etkilendigi bilinen transkripsiyon faktorlerinin ozmotik stres
sartlarinda Tyl transkripsiyonunun diizenlenmesinde nasil bir etkileri oldugu ve hangi
faktorlerin ozmotik strese yanit olarak Tyl transkripsiyonunun diizenlenmesinde gorev
aldig1 bilinmemektedir. Bu arastirmada Oncelikle haploid ve diploid S. cerevisiae
hiicrelerinde Tyl transkripsiyonunun ozmotik stresten etkilenip etkilenmedigini

arastirilmstir.

Cizelge 4.22. Ozmotik Stresin haploid ve diploid S. cerevisiae hiicrelerinde Tyl

transkripsiyonuna etkileri
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-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

-Galaktozidaz aktiviteleri S. cerevisiae’nin yaban tip haploid susu olan YST124
(HYT) ve yaban tip diploid susu olan YST125 (DYT) transformantlarinda 6l¢iilmistiir.

Sonug olarak Cizelge 4.21°de goriildigi gibi ozmotik stres (0,8 M NaCl)
ortaminda {retilen yaban tip S. cerevisiae hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonunun
normal tireme (%2 glukoz) sartlarinda tretilen haploid yabani tip S.cerevisiae
hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonuyla ayni seviyelerde oldugu, yaban tip diploid
hiicrelerde ise ozmotik stres (0,8 M NaCl) ortaminda iiretilen yaban tip S. cerevisiae
hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonunun normal iireme ortaminda biiyiiyen yaban tip S.

cerevisiae hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonuna gore 2 kat arttig1 goriilmiistiir.

4.2.2. Tupl Ko-represoriiniin Ozmotik Strese Yanit Olarak Haploid ve Diploid S.

cerevisiae Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri

Tuplp’nin hiicrelerde Raplp, Mcmlp ve diploid hiicrelerde ise al/a2 etkilestigi
bilinmektedir. Tuplp ayrica ozmotik stres ile aktive edilen Hoglp ile de
etkilesmektedir. Bundan dolayi, Tuplp’nin ozmotik strese yanit olarak Tyl
transkripsiyonundaki artista islevi olup olmadigi da incelendi. Bunun igin, Tyl-lacZ gen
flizyonunu igeren plazmit haploid ve diploid tupl mutanti hiicrelerine transform edildi.

Transformantlar logaritmik fazda 0,8M NaCl eklenerek ozmotik strese maruz birakildi.
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Cizelge 4.23. Tuplp’nin Ozmotik Strese Yanit Olarak Haploid S. cerevisiae

Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

p-Galaktozidaz Aktivitesi

500

NG NacCl NG NacCl

Haploid Yaban Tip Atup1

[-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basma hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.
Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST124’tiir.
tupl S. cerevisiae’nin YST301 susudur ve YST124’e izogeniktir.
-NG: Normal Ureme Ortami

Haploid hiicrelerde Tyl transkripsiyonunda ozmotik strese yanit olarak onemli
bir artig goriilmedi (Cizelge 4.23.). Atupl mutant1 haploid hiicrelerde de ozmotik strese

yanit olarak Tyl transkripsiyonunda 6nemli bir artis goriilmedi.
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Cizelge 4.24. Tuplp’nin Ozmotik Strese Yanit Olarak Diploid S. cerevisiae

Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri
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-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basma hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST125tir.

tupl/tupl S. cerevisiae’nin YST302 susudur ve YST125’¢ izogeniktir.

NG: Normal tireme kosullar1

NaC: Ozmotik stres uygulanan kosullar
Haploid hiicrelerden farkli olarak, diploid S. cerevisiae hiicrelerinde ozmotik

stres uygulandiginda Tyl transkripsiyonunda en az 2-3 kat artis oldugu ve bu artisin da
Tuplp’ye bagli oldugu gosterildi (Cizelge 4.24.).
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4.2.3. Teclp Transkripsiyon Faktoriiniin Ozmotik Strese Yamit Olarak Haploid ve
Diploid S. cerevisiae Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri

Arastirmamizin bu asamasinda, transkripsiyon faktori Teclp’nin haploid ve
diploid S. cerevisiae hiicrelerinde ozmotik strese yanit olarak Tyl transkripsiyonunu

diizenleyip diizenlemedigini incelendi.

Cizelge 4.25. Teclp’nin Ozmotik Strese Yanit Olarak Haploid S. cerevisiae
Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri
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B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST124’tiir.

tecl S. cerevisiae’nin YST265 susudur ve YST124’e izogeniktir.

NG: Normal tireme kosullar1

NaC: Ozmotik stres uygulanan kosullar
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Sonuglar, Cizelge 4.25°de verildi. Yiiksek glukoz ve ozmotik stres sartlarinda
tiretilen haploid tecl mutant: S. cerevisiae hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonu ayni
sartlarda tiretilen haploid yaban tip S. cerevisiae hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonuna
gore 3 kat azaldig1 bulundu.

Cizelge 4.26. Teclp’nin Ozmotik Strese Yanit Olarak Diploid S. cerevisiae

Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri

NG NacCl NG NacCl

Diploid Yaban Tip Atecl/Atecl

-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.
Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST125’tir.
tecl/tecl S. cerevisiae’nin YST267 susudur ve YST125%¢ izogeniktir.
NG: Normal tireme kosullar1
NaC: Ozmotik stres uygulanan kosullar
Sekil 4.26’da goriilldigii gibi normal ireme ortaminda ve ozmotik stres

sartlarinda tretilen diplod tecl mutant1 S. cerevisiae hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonu
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ayni sartlarda iretilen diploid hiicrelerdeki Tyl transkripsiyonuna gore bir miktar
azalmstir.
Bu sonuglara gore, teclp ozmotik strese yanit olarak haploid hiicrelerdeki Tyl

transkripsiyonunu aktive edip diizenlenmesinde 6nemli bir etkisi olmadig1 belirlendi.

4.2.4. Hoglp’nin Ozmotik Strese Yamt Olarak Haploid ve Diploid S. cerevisiae

Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri

Hoglp mayanm hiperozmotik strese adapte olmasinda 6nemli bir MAP kinaz
proteinidir. Yapilan ¢alismalar sonucu, hiperozmotik stres sayesinde uyarilan bazi
genlerin transkripsiyonlarinin diizenlenmesinde Hoglp’nin, Ssn6-Tupl, SAGA ve Swi-
Snf kompleksleri 1ile ortaklasa gorev aldiklar1 belirlenmistir (Proft 2001). Bu
aragtirmada Hoglp’nin Tyl transkripsiyonunun ozmotik strese yanit olarak

diizenlenmesinde gorev alip almadigini arastirilmistir.

Cizelge 4.27. Hoglp’nin Ozmotik Strese Yanit Olarak Haploid S. cerevisiae

Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri
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-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST124’tiir.

hogl S. cerevisiae’nin YST240 susudur ve YST124’e izogeniktir.

Cizelge 4.27°de goriildiigt gibi, normal ortamda iiretilen haploid hogl mutant: S.
cerevisiae  hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonunun Yyaban tip haploid maya
hiicrelerindeki Tyl trankripsiyonuna gore bir miktar azalirken, ozmotik stres (0,8 M
NaCl) sartlarinda tretilen haploid hogl mutanti S. cerevisiae hiicrelerindeki Tyl
transkripsiyonu ayni sartlarda {iretilen yaban tip haploid hiicrelerdeki Tyl

transkripsiyonuna gore dnemli bir artis olmadigi belirlendi.

Cizelge 4.28. Hoglp’nin Ozmotik Strese Yanit Olarak Diploid S. cerevisiae
Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri
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-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG

olarak verilmistir.
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Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST125tir.
hogl/hogl S. cerevisiae’nin YST309 susudur ve YST125’¢e izogeniktir.

Diploid homozigot hogl mutanti S. cerevisiae hiicrelerinde ise Cizelge 4.28’de
goriildiigii gibi normal ortam sartlarinda ve ozmotik stres sartlarmda iretilen diploid
homozigot hogl mutanti hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonu ayni sartlarda iiretilen

yaban tip diploid hiicrelerdeki Tyl transkripsiyonuna goére kismen artmustir.

4.2.5. Skn7p’nin Ozmotik Strese Yamit Olarak Haploid ve Diploid S. cerevisiae

Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri

Skn7p, ozmoregiilasyonda gorevlidir ve Ssn6-Tupl kompleksi ile etkileserek
Tupl proteininin hedef bolgelerle etkilesmesini saglayan transkripsiyon faktoriidiir.
Ozmotik strese bagli olarak gerceklesen Tyl transkripsiyonundaki artisgta Skn7p’nin
etkisi olup olmadigi da incelendi. Bunun igin Askn7 ve Askn7/ Askn7 mutantlarina Tyl-
lacZ gen filizyonunu igeren plazmit vektorii transformasyon ile aktarildi.
Transformantlar normal kosullarda logaritmik faza kadar tretildi ve ozmotik stres

olusturmak i¢in 0,8 M NaCl ilave edildi.

74



Cizelge 4.29. Skn7p’nin Ozmotik Strese Yanit Olarak Haploid S. cerevisiae

Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri
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B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST124’tiir.

skn7 S. cerevisiae’nin YST303 susudur ve YST124’e izogeniktir.

Cizelge 4.29°da goriildiigt gibi, yiiksek glukoz igeren normal ortam sartlarinda
tiretilen skn7 mutant1 haploid maya hiicrelerinde Tyl transkripsiyonun, ayni sartlarda
iretilen yaban tip haploid hiicrelere gore yaklasik 2-3 kat azaldigi, Ozmotik stres
sartlarinda {retilen haploid skn7 mutant1 maya hiicrelerinde ise Tyl transkripsiyonunda
yaklasik %40 artis oldugu bulundu.
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Cizelge 4.30. Skn7p’nin Ozmotik Strese Yanit Olarak Diploid S. cerevisiae
Hiicrelerinde Tyl Transkripsiyonuna Etkileri
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[-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basmna hidroliz edilen nanomole ONPG
olarak verilmistir.

Yaban Tip Haploid S. cerevisiae susu YST125tir.

skn7/skn7 S. cerevisiae’nmn YST304 susudur ve YST125’e izogeniktir.

Bununla birlikte, Cizelge 4.30°da goriildiigii gibi, normal sartlarda (%2 glukoz)
ve ozmotik stres sartlarinda tiretilen homozigot skn7 mutanti diploid hiicrelerde Tyl
transkripsiyonunun ayni sartlardaki yaban tip diploid hiicrelere gore iki kat azaldigi;
Ayrica ozmotik stres sartlarinda iiretilen haploid skn7 mutanti maya hiicrelerinde ve
homozigot skn7 mutant1 diploid maya hiicrelerinde Tyl transkripsiyonun yiiksek glukoz
ortaminda {iretilen haploid skn7 mutanti ve homozigot skn7 mutant1 diploid maya
hiicrelerine gore kismen arttig1 ve bu artigin yaban tip hiicrelerin ozmotik stres ortamina
alinmasiyla gerceklesen artigla ayni paralelde olmasi nedeniyle Skn7p’nin Tyl

transkripsiyonunun ozmotik stresle diizenlenmesinde Onemli etkisi olmadig1
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belirlenmistir. Ayrica, Skn7 transkripsiyon faktoriiniin bazal seviyede Tyl

transkripsiyonu i¢in gerekli oldugu belirlendi.
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5- TARTISMA VE SONUC

Bir mikroorganizma olarak S. cerevisiae, bulundugu ortamdaki besinleri
algilayabilmekte ve gen ifadesini diizenleyerek ortam degisimlerine yanit
verebilmektedir. Ortamdaki besinsel degisim algilandigi anda bu bilgi nukleusa
taginarak bazi genlerin aktivasyonuna ya da baskilanmasina neden olabilmektedir
(Gagiano ve ark. 2002). Ornegin, fermente edilemeyen iireme ortaminda iiremekte olan
S. cerevisiae Kkiiltirlerine yiiksek oranda glukoz (%2) eklendiginde S. cerevisiae
genomundaki genlerin yaklasik %30’unda transkripsiyon seviyesinde artma veya
azalma oldugu belirtilmektedir (Schneper ve ark. 2004). Arastrmamizda model
retrovirlis benzeri element olarak kullanilan Tyl retrotranspozonu herhangi bir
transkripsiyon faktorii kodlamaz ve transkripsiyonu tamamen konak olarak bulundugu
S. cerevisiae tarafindan kodlanan faktorlere baglidi. Bundan dolayr ortamdaki
fizyolojik degisimlere baglh olarak bazi genlerin aktive edilmesi ya da baskilanmas: Tyl
gen ifadesini etkileyebilmektedir.

Haploid a ve haploid o hiicrelerine kiyasla diploid a/a hiicrelerinde Ty
transkripsiyon diizeyleri 5 ila 20 kat arasinda azalmaktadir (Elder ve ark. 1981, Errede
ve ark. 1980). Haploid ve diploidlerdeki Ty transkripsiyonu arasindaki bu 5 ila 20 katlik
farkin nedeni tam olarak aciklia kavusamamustir. Ancak Tyl elementi promotor
bolgesinde Blok II bolgesine baglanan al/a2 heterodimer protein kompleksinin MATal,
STE12 gibi haploid spesifik genlerin yaninda Ty virlisi ve Ty viriisii tarafindan
diizenlen genlerin ifadesini baskiladig1 bilinmektedir (Elder ve ark. 1981, Errede ve ark.
1980, Fields ve Herskowitz 1987, Goutte ve Johnson 1988, Klar ve ark. 1981, Nasmyth
ve ark. 1981, Taguchi ve ark. 1984). Ssn6-Tupl kompleksinin haploid hiicrelerde o2-
Mcml heterodimeri ile diploid hiicrelerde ise al-a2 heterodimeri ile etkilestiginin
bilinmesi nedeniyle haploid ve diploid S. cerevisiae hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonu
arasindaki farkliliga neden olabilecek faktorlerden biri olma ihtimali diisiiniilerek
yapilan aragtirmalar sonucunda da Tuplp’nin haploid S. cerevisiae hiicrelerinde Tyl
transkripsiyonunu 3 kat arttrdigini fakat diploid S. cerevisiae hiicrelerinde Tyl
transkripsiyonu seviyesini degistirmedigini; Bununla birlikte, repressed, derepressed ve

ozmotik stres ortam sartlarinda Tyl transkripsiyon diizeyleri arasinda bir korelasyonun
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olmasi nedeniyle hem haploid hem diploid S. cerevisiae hiicrelerinde Tyl
transkripsiyonunun diizenlenmesinde gorev aldig1 belirlenmistir.

Bu arastrma sonucunda, Teclp’nin de haploid S. cerevisiae hiicrelerinde yiiksek
glukoz, disiik glukoz, gliserol-laktat ve ozmotik stres ortamlarinda Tuplp ile dogru
orantih bir sekilde Tyl transkripsiyonunu 3 kat arttirdigi, diploid S. cerevisiae
hiicrelerindeki Tyl transkripsiyonunu ise glukoz sinyaline gore diizenledigi
belirlenmistir. Haploid hiicrelerde Tuplp ve Teclp arasindaki bu baglanti, Mcmlp ve
Stel2p arasinda daha once kanitlanmis olan baglantiyla aciklanabilir. Bazi hiicre tipine
6zel promotorlarda Mcmlp’nin Stel2p ile etkilestigi bilinmektedir (Dolan ve Fields
1991, Errede ve Ammerer 1989, Mueller ve Nordheim 1991, Primig ve ark. 1991). Bu
da haploid S. cerevisiae hiicrelerinde Tuplp ile etkilesen Mcm1p’nin Stel2p araciligi ile
de Teclp ile etkilesebilecegini gostermektedir. Diploid S. cerevisiae hiicrelerinde ise al-
a2 heterodimer proteini MATal, STE12, Ty ve Ty tarafindan kontrol edilen genleri
baskiladig1 i¢in diploidlerde Stel2p ve Mcmlp arasinda bir etkilesim olmadigi
diistiniilmektedir (Elder ve ark. 1981, Errede ve ark. 1980, Fields ve Herskowitz 1987,
Goutte ve Johnson 1988, Klar ve ark. 1981, Nasmyth ve ark. 1981, Taguchi ve ark.
1984). Diger taraftan, ozmotik strese yanit olarak Tuplp araciliiyla diizenlenen Tyl
transkripsiyonunda gorev alan diger faktorler bilinmemektedir. Daha Onceki
aragtirmacilar tarafindan Ssn6-Tupl kompleksi ile baglantilar1 kanitlanmis olsa da, bu
tez arastrmasinda Hoglp ve Skn7p’nin bu diizenlenmede onemli bir rol almadigi
gosterildi (Proft ve Struhl, 2002, Hanlon ve ark. 2011). Skn7p ozmotik stres araciligiyla
Tyl transkripsiyonun diizenlenmesinde rol oynamasa da bazal seviyede Tyl
transkripsiyonunu 2 kat arttirdigi ve Tyl transkripsiyonu i¢in gerekli oldugu
belirlenmistir.

Acikliga kavusmasi gereken diger bir konu da glukoz ve ozmotik stres
sinyallerinin Ssn6-Tup1 kompleksine nasil ulastigidir. Snflp maya hiicrelerinin glukoz
icermeyen ortamlara adaptasyonunu saglayan ve alternatif karbon kaynaklarmin
kullanommda gorev alan bir protein kinaz kompleksidir (Gancedo, 1998, Carlson,
1999). Snflp ve Snfdp arasindaki etkilesimin glukoz tarafindan bozuldugu
bilinmektedir (Jiang and Carlson, 1996). Bu arastirmada, Snfl protein kinaz alt
birimlerinden birisi olan Snf4p’nin S. cerevisiae’da hiicre tipine 6zel olarak Tyl

transkripsiyonunun diizenlenmesinde gorev aldigimi gostermistir. Snfl protein kinaz ve
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Ssn6-Tupl kompleksi arasindaki etkilesim glukoz baskilamasinda  gorevli
transkripsiyon faktorii olan Migl araciligiyla oldugu daha 6nce gosterilmistir (Treitel ve
Carlson, 1995, Tzamarias ve Struhl, 1995). Bunun yani sira, diisik glukoz sensori
Snf3p’nin de hiicre tipine 06zel Tyl transkripsiyonunda kismen gorev aldigi
belirlenmistir. ~ Ayrica, transkripsiyon faktorleri Mot3p ve Gendp’nin Tyl
transkripsiyonunun glukoz sinyaline yanit olarak diizenlenmesinde kismi etkileri
oldugu, Tye7p’nin ise daha etkin bir rol iistlendigi belirlenmistir.

Tez arastirmalarimiz sirasinda Tyl transkripsiyonuna etkisini arastirdigimiz bir
sinyal iletim yolag1 da azot sinyalidir. Bu kapsamda yaptigimiz arastirmalar sonucunda,
zengin azot kaynagi olan glutamin ve zayif azot kaynagi olarak bilinen prolin igeren
ortamlarda fretilen yaban tip S. cerevisiae hiicrelerindeki Tyl transkripsiyon
seviyelerinde normal ilireme sartlarina kiyasla dnemli bir degisim gozlenmemistir. Bu
nedenle de, azot sinyali ile ilgili arastirma sonucglarina bulgular kisminda yer
verilmemistir. Ayrica, tez arastirmalarimiz sirasinda kullanilan S. cerevisiae mutant
suslari, tekli mutant suslardir. Bazi faktorlerin Tyl transkripsiyonuna etkilerini
incelemek i¢in ikili ve hatta tiglii delesyonlu mutant suslarin kullanilmas1 da gerekli
olabilir. Bu tiir durumlarda da sentetik letal fenotip olusabilmektedir. Ikili ve iiglii
mutant suslarin elde edilmesindeki teknik zorluklar ve sentetik letal fenotip olasiligi
nedenleriyle arastirmalarimizda ikili ve li¢lii mutant suslar kullanilmamastir.

Gen ifadelerinin kromatin modifiye edici ve kromatin diizenleyici faktorler
tarafindan kolaylastirildigi ve Tyl gen ifadesinin SAGA kromatin modifiye edici
kompleks ve Swi/Snf yeniden diizenleyici faktorler tarafindan diizenlendigi; Ayrica
Tuplp’nin Swi/Snf ve SAGA komplekslerinin bir araya gelmesinde rol oynadigi
bilinmektedir (Proft ve Struhl, 2002). Bu tez arastirmasi1 sonucunda, bu komplekslerin
Tuplp ile etkileserek glukoz sinyaline yanit olarak Tyl transkripsiyonunun kontroliinde
gorev aldig1 belirlenmistir. Tyl transkripsiyonun glukoza yanit olarak diizenlenmesinde
Snf2p’nin Ada2p den daha 6nemli rolii oldugu, fakat her iki faktoriin de Tyl ’in hiicre
tipine bagli olarak diizenlenmesinde bir rolii olmadigi belirlenmistir. H2A histon
proteinini kodlayan ve bir Ty supresorii olan Sptllp’nin ise haploid ve diploid S.
cerevisiae hiicrelerinde Tyl transkripsiyonunun glukoz sinyaline yanit olarak

diizenlenmesinde 6nemli bir etkisi olmadig1 gézlenmistir.
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A Glucose Signal B) Glucose Signal

FRE Blockll FRE Blockll
Tyl (PR1) retrovirus Tyl (PR1) retrovirus
in haploid S.cerevisiae cells in diploid S.cerevisiae cells

Sekil 5. 1. Glukoz sinyalinin haploid ve diploid S. cerevisiae hiicrelerinde Tup1-Ssn6

kompleksine bagli olarak Tyl transkripsiyonunu aktive etme modeli.

Bu tez arastirmasinda yapilan arastirmalarin sonucu olarak, Tup1p’nin haploid S.
cerevisiae hiicrelerinde Tyl transkripsiyonunu {i¢ kata kadar aktive ettigi, diploid S.
cerevisiae hiicrelerinde ise Tyl transkripsiyonunun bazal seviyelerini etkilemedigi fakat
Tyl transkripsiyonunun glukoz sinyali ve ozmotik strese yanit olarak diizenlenmesinde
onemli rolii oldugu belirlenmistir. Sekil 5.1°de goriildiigii gibi glukoz sinyali sensor
proteinleri tarafindan algilanarak bir protein kinaz kompleksine iletilmekte ve bu sinyal
daha sonra Tuplp’ye iletilmektedir. Tyl transkripsiyonun glukoz sinyali ve ozmotik
strese yanit olarak diizenlenmesi ve aktivasyonunda Swi/Snf kompleksi ile SAGA
kompleksi de rol almaktadir. Haploid hiicrelerde Tuplp’nin Tyl retroviriisiiniin
promotor bdlgesindeki Blok II bdlgesine baglanan Mcml-02 heterodimeri ile birlikte
kompleks olusturarak aktivasyonu sagladigi diisiniilmektedir. Bu komplekse ayrica
Haploid S.cerevisiae hiicrelerinde Teclp ve Stel2p’nin de baglandigi ve Tyl
transkripsiyonunun aktivasyonunda gorev aldigi diistiniilmektedir. Diploid S. cerevisiae

hiicrelerinde ise Tuplp Blok II bolgesinde al-02 heterodimeri ile etkileserek haploid
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hiicrelere 6zel genlerin, Ty ve Ty ile baglantili genlerin ayrica STE12 geninin ifadesini
baskilamaktadir. Boylece Tyl transkripsiyonu hiicre tipine 06zel olarak
diizenlenmektedir. Ozmotik stres sinyalinin de Tuplp’ye hangi faktorler aracilifiyla
aktarildig1 acikliga kavusamamistir. Bununla birlikte, Hoglp’nin ozmotik strese yanit
olarak Tyl transkripsiyonunun diizenlenmesinde kismen gorev aldig1 diisiiniilmektedir.
Tuplp S. cerevisiae’da ¢ok sayida protein ile etkilesmektedir (Keleher ve ark. 1992,
Tzamarias ve Struhl 1995). Tuplp ile etkilesen faktorlere Tupl tasiyici (Tupl recruiter)
faktorler denilmektedir. Tyl transkripsiyonu cok sayida transkripsiyon faktorii ile
kontrol edildiginden Tuplp, Tyl promotorundaki Raplp gibi diger faktorler ile de
etkilesebilmektedir (Buck ve Lieb 2006, Johnson 1995, Komachi 1994, Smith ve
Johnson 2000, Gavin ve ark. 2000).

Tyl transkripsiyonunun kontrol bdlgesinin dnemli bir boliimii TATA kutusunun
3' yoniinde ve transkribe edilen bolgededir. Tyl cok fazla transkribe edilen bir
retrotranspozondur. Transkribe edilen Tyl bolgesine bagli olan faktorler her RNA pol 11
gecisinde baglandiklar1 bélgeden kismen de olsa ayrilmalar1 gerekir. Bundan dolay1 Tyl
promotoru ¢ok dinamik yapilidir. Transkribe edilen bdlgede bulunan transkripsiyon
faktorleri de transkripsiyon baslangicma etki edebilmek i¢in katlanmig bir kromatin
yapist olusturmasi gerekir. DNA-looping denilen bu olay sonunda da transkripsiyon
baslama hiz1 degisir ve birim zamanda yapilabilen transkript miktar1 da farklilik
gosterir.  Bundan dolayr arastrmamizda 6zellikle diploid hiicrelerde Tyl
transkripsiyonunu kontrol eden faktdrlerin delesyonu sonucu Tyl transkripsiyonunda
artis veya azalma goriilmektedir. Tyl ’in genomdaki kopya sayisinin sabit olmasi ¢ok
sayida transkripsiyon faktorii tarafindan kontrol edilerek fizyolojik degisikliklerden ¢ok
fazla etkilenmemesi ile sonuclandig: diisiiniilmektedir. Ozellikle haploid S. cerevisiae
hiicrelerinde Tyl transkripsiyonunun glukoz sinyalinden fazla etkilenmemesi de bu
oneriyi dogrular niteliktedir. Ayrica, diploid S. cerevisiae hiicrelerinde glukoz sinyali ve
ozmotik strese yanit olarak Tyl transkripsiyonunun daha fazla etkilenmesi ve bunun da

Tuplp’ye bagli olmasi daha dnce rapor edilmemis 6nemli bir sonugtur.
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EKLER

Ek 1: Arastirmada Kullamlan Ureme Ortamlan ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

1: LB (Luria-Broth) Ureme Ortam

10 gr Bacto tripton

5 gr Yeast Extract

10 gr NaCl

Toplam hacim 1 litre olacak sekilde saf suda ¢oziildii ve otaklavda 121°C’de 20
dakika steril edildi. LB petrileri i¢in bu besiyeri 15gr/litre olacak sekilde agar-agar
eklendi. LB-Ampicillin besiyeri hazirlamak igin filtre sterilizasyonu ile hazirlanmis

Ampicillinden 100 mg/litre olacak sekilde otoklavlanmis ampicillin ilave edildi.

2: YP (Yeast Extract, Peptone)
20 gr/litre Bacto pepton
10 gr/litre Yeast Extract
Olacak sekilde saf suda ¢oziildii ve otoklavda steril edildi. Petri hazirlamak ic¢in

ortama 20 gr/litre olacak sekilde agar-agar ilave edildi.

3: Sentetik tam —Ura iireme ortamm (-Ura, SC)

6.7 gram YNB toplam 1 litre distile suda ¢oziilerek, 121 C’de 20 dakika otoklavda
steril edildi. YNB kat1 besiyerini hazirlamak i¢in sterilizasyondan 6nce 20 gram/litre
agar agar ilave edildi. Amino asit kaynag1 olarak urasil icermeyen amino asit karigimi
(Sigma Y-1501) 1.92 gram litre olacak sekilde hazirlanip filtre ile steril edilip YNB

ortamina eklendi.

4- B-galaktozidaz 6l¢ciim tamponu (Z-Buffer)
60 mM NayHPO,. 7 H,0
40 mM NaH,PO,. H,0O
10 mM KCI
1 mM MgSO,. 7H,0
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50 mM B-Merkepto etanol.
B-Galaktozidaz reaksiyonlari i¢in tampon ¢ozelti olarak kullanildi.
5- ONPG (O-Nitro phenyl B-D- Galactoside)
Toplam konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde taze olarak 50 ml’lik Z-buffer
icinde hazirland1. Stok ¢ozeltisi +4 C’de saklandi

6- B-Galaktozidaz breaking buffer (Hiicre Siispansiyon Cozeltisi)
100 mM Tris. HCI, pH: 8
1 mM DTT (1,4-Dithio-DL-threitol)
%20 Gliserol
4 mM PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride)

S. cerevisiae hiicrelerini siispanse etmek i¢in kullanildi.

7- 1M Sodyum karbonat
106 gram Na,COs toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda ¢oziildii.

Deneyler siiresince oda sicakliginda saklanda.

8- 0.1 M Lityum asetat
Lityum asetat 0.2 M stok olarak hazirlandi. 121 C’de 25 dakika otoklavda steril
edildi.

9- %50 Polietilen Glikol (PEG-4000).
50 gr PEG (4000) toplam hacim 100 ml olacak sekilde hazirlandi. 121 C’de 25
dakika otoklavda steril edildi.

10- Ix TE, pH:7.4
10 mM Tris.HCI, pH: 7.6
1 mM EDTA, pH: 8.0.
Tris.HCl ve EDTA stok ¢ozeltilerden seyreltilip otoklavda steril edildi. Oda

sicakliginda saklandi.
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11- Lowry C- ¢ozeltisinin hazirlanmasi.
Lowry A ¢ozeltisi: %2 Nap,COs3, 0.1 N NaOH.
Lowry B1 ¢ozeltisi: %1 CuSO4.
Lowry B2 ¢ozeltisi: %2 Sodyum potasyum tartarat.
Lowry C ¢ozeltisi: 49 ml Lowry A,
0,5 ml Lowry B1,
0,5 ml Lowry B2 kullanilarak taze hazirland.
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EK 2: B-Galaktozidaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

-Galaktozidaz aktiviteleri agagidaki esitlige gore hesap edildi.

Aktivite: (ODazox 1.7/0.0045)/(txVVxP)

Bu esitlikte;

Aktivite: uM ONPG/dak/mg protein.

OD4y0: B-galaktozidaz reaksiyonunda olusan sar1 rengin 420 nm’deki absorbansi

V: B-Galaktozidaz 6l¢timiinde kullanilan hiicre lizat1 hacmi (ml olarak verilmelidir).
t: B-galaktozidaz reaksiyon siiresi (Dakika cinsinden verilmelidir)

P: Hiicre lizatlariin protein konsantrasyonlar1 (mg/ml olarak verilmeklidir).
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