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OZET

Programli Ribozomal Frameshift translasyonun elongasyon asamasi sirasinda
olusan bir kontrol mekanizmasidir. Programli Ribozomal Frameshift ile ayni
mRNA’dan farkli oranlarda farkli proteinler sentezlenir. Retroviriislerde gag ve pol
polypeptidlerinin belirli oranlarda sentezi i¢in kullanilan bu kontrol mekanizmasinin
farkli organizmalarin hiicresel genlerinde de goriildiigli bulunmustur. Programli
Ribozomal Frameshift farkli mRNA’larda +1 veya -1 yoOnde olabilir ve farkli
frekanslarda gergeklesmektedir. Ty3, S. cerevisiae’da dogal olarak bulunan ve maya
hiicrelerindeki replikasyon mekanizmasi retroviriislere benzeyen bir viriistiir. Bu
arastirmada metaviriis Ty3’de Programli Ribozomal Frameshift’e glukoz ve azot sinyal
iletim yolarmin etkileri arastirildi. Ty3’de frameshift oraninin maya hiicrelerinin {ireme
kosullarina gore degisebildigi bulundu. Glukoz sinyal iletim yolunun Ty3’de ribozomal
Frameshift oranin1 kontrol edebildigi gosterildi. Ty3’de frameshift oraninin gliserol
laktatda iiretilen S. cerevisiae hiicrelerinde ¢ok fazla gerceklestigi ve bunun da protein
kinaz Snflp’ye bagh oldugu gosterildi. Bu sonuglara ek olarak, Ty3’de frameshift
oraninin haploid ve diploid hiicrelerde farkli oldugu bulundu. Ayrica, azot sinyal iletim

yolunun ise metaviriis Ty3’de frameshift’e etkisi olmadig1 gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Frameshift, sinyal iletimi, Ty elementleri, Glukoz sinyali, S.

cerevisiae.



ABSTRACT

Programmed Ribosomal Frameshift is a type of control mechanism which occurs
during the translation elongation stage. As a result of Programmed Ribosomal
Frameshift, different proteins synthesized with a different ratios from the same mRNA.
This control mechanism is commonly used for the synthesis of Retroviral gag and pol
polypeptides with a certain ratios and it is also found in different cellular genes of
different organisms. Programmed Ribosomal Frameshift can occur at different rates at
+1 or -1 directions at different mRNAs. TY3 is present within S. cerevisiae naturally
and it replicates via retroviral-like mechanisms within the yeast cells. The effects of
glucose and nitrogen signaling pathways on the Programmed Ribosomal Frameshift in
TY3 were investigated in this research. It was found that the frameshift rate can vary
depending on the growth conditions of the yeast cells. It was shown that the glucose
signaling pathway controls the frameshift rate in TY3. It was also shown that the
frameshift occurs at very high levels in glycerol lactate grown yeast cells in a protein
kinase Snflp dependent manner. Moreover, it is also found that the frameshift rate is
very different in haploid and diploid yeast cells. In addition, it was also shown that the

nitrogen signaling pathway has no effect on the frameshift rate in metavirus Ty3.

Key Words: Frameshift, signal transduction, Ty elements, Glucose signaling, S.

cerevisiae.
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1. GIRIS

Baz1 genlerden kodlanan mRNA’larin translasyonu sirasinda translasyonu yapan
ribozomlar belirli siklikta okuma cergevesini degistirebilirler. Programli Ribozomal
Frameshift (PRF) olarak adlandirilan bu islem o6zellikle retroviriislerin replikasyon
dongiisiinde ¢cok onemli bir yer tutmaktadir. Retroviriislerin mRNA’lariin translasyonu
sirasinda gag ve pol polipeptidlerinin belirli oranlarda transle edilmesi PRF ile
gerceklesmektedir. Normal okuma cergevesinde 1. kodondan translasyona baglayan
ribozomlar gag-pol kesisim bolgesine geldiklerinde normal cercevede translasyona
devam ettiklerinde gag polipeptidi sonundaki stop kodona ulasarak translasyonu
durdururlar. Fakat belirli frekansta ribozomalarin bir bolimi gag-pol kesisim
bolgesinde +1 veya -1 yonde 1 niikleotid kayarak okuma gergevesini degistirip yeni
cercevede translasyona devam ederek gag-pol fiizyon polipeptidini sentez ederler. PRF
ilk kesfedildiginde c¢ogunlukla retroviriislere 06zgii bir translasyonel kontrol
mekanizmas1 olarak goriilmiistiir. Fakat daha sonra yapilan arastirmalarda ¢esitli
viriislerde, bakterilerde ve hatta bazi insan genlerinin translasyonu sirasinda ayni
mRNA’dan farkli oranlarda en az iki ¢esit polipeptid iiretimi i¢in kullanilan bir kontrol

mekanizmasi oldugu goriilmiistiir (Farabaugh 1995, 1996).

Programli Ribozomal Frameshiftin molekiiler mekanizmas1 o6zellikle S.
cerevisiae’da model viriisler olan Ty wviriisleri (Transposon yeast) kullanilarak
aciklanabilmistir. Ty virlisleri S. cerevisiae genomunda dogal olarak bulunan ve
retroviriislere benzer mekanizma ile ¢ogalabilen viriislerdir. S. cerevisiae viriislerinden
olan Tyl ve Ty3 virilislerinin retroviral gag ve pol homologu olan TYA ve TYB
polipeptidleri PRF ile sentez edilmektedir. TYB polipeptidi TYA-TYB fiizyon peptidi
olarak her iki viriiste de molekiiler mekanizmalar1 farkli olmakla birlikte +1 yonde
gerceklesen frameshift ile sentezlenir (Farabaugh 1995, 1996). S. cerevisiae’da mutant
izolasyonunun ¢ok kolaylikla yapilabilmesi, transformasyonunun ¢ok etkin ve vektor
cesitliliginin fazla olmasi, S. cerevisae’nin kolay ve hizli iiremesi, istendigi takdirde

metabolik sinyal iletim yollariin kontrol edilip degistirilebilmesi bu eukaryotik



mikroorganizmay1 molekiiler viroloji arastirmalarinda uygun bir model organizma

yapmaktadir (Alves-Rodrigues ve ark. 2006).

Metaviriis olarak smiflandirilan Ty3 viriisiinde PRF’in translasyonun devam
asamasinda nasil gerceklestiginin molekiiler mekanizmasi daha dnce yapilan ¢aligmalar
ile belirlenmistir (Farabaugh ve ark. 1993). Fakat farkli metabolik sinyallerin bu virliste
PRF’e etkileri heniiz incelenmemistir. Daha 6nce tamamlanan bir arastirmada Tyl ’de
PRF’in glukoz sinyal iletim yolu ile kontrol edildigi bulunmustur (Tiirkel ve ark. 2009).
Bu tez arastirmasinda ise farkli iireme kosullarinin Ty3’de PRF’e etkileri arastirildi.
Elde edilen sonuglar Ty3 tipi PRF’in glukoz sinyal iletim yolu ile kontrol edilebildigini
gostermektedir. Arastirmalarimizda olusturulan deneysel kosullarda azot sinyal iletim
yolunun ise Ty3’de PRF’e herhangi bir etkisi belirlenemedi. Bu sonuglara ek olarak
aragtirmalarimizda Ty3’de frameshift oraninin kontroliinde gen dozunun ve genlerin
birbirine gore oraninin da 6nemli oldugu bulundu. Bu tez arastirmasinda elde edilen
sonuclar her ikisi de +1 yonde olmasina ragmen Tyl ve TYy3 tipi PRF’in metabolik

sinyal iletim yollarina gore farkli sekilde kontrol edildigini gostermektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2. 1. Ty Retrotranspozonlarinin Genel Ozellikleri

Transpozonlar bir hiicrenin genomunda farkli yerlere, transpozisyon olarak
adlandirilan bir siirecle hareket edebilen DNA dizileridir. Bu siire¢ ile mutasyonlara ve
genomdaki DNA miktarinin degigsmesine sebep olurlar. Retrotranspozonlar bir RNA ara
iirlin aracilig ile kendilerini kopyalayarak hareket ederler. Transpozonlar ilk defa misir
bitkisinde Barbara McClintock tarafindan 1948'de kesfedilmistir, bu kesfinden dolay1
ona 1983'te Nobel o6diilii verilmistir. McClintock bu tranpozonlarin neden oldugu
insersiyon, delesyon ve translokasyon tipi mutasyonlar1 fark  etmistir.
Retrotransposonlar uzun ug¢ tekrar dizilerine (LTR) sahip olup olmadiklarina gore iki
gruba ayrilirlar. LTR'li retrotranspozonlarin LTR dizilerinde promotor bolgesi ve
kodlama bolgelerinde de retrotranspozisyon i¢in gerekli olan en az iki enzimin genleri
bulunur. LTR'siz retrotranspozonlar da promotor icerirler ve RNA polimeraz II
tarafindan transkripsiyonlar1 yapilabilir. LTR'li retrotranspozonlar retroviriislere c¢ok
benzerler ama retroviriislerden farkli olarak env genine sahip degildirler. Env genini
edinmek veya kaybetmek yoluyla birbirlerine doniisebilirler. Virlis benzeri

retrotranspozonlar bagka hiicrelere bulasmazlar (Kidwell 2005).

Ty elementleri (Transpozon yeast) Saccharomyces cerevisiae mayasinin
retrotranspozonlaridir. Baslangicta bu retroelementler ile daha fazla ilgilenmek agikca
onlarin  retroviriisler ile olan benzerliklerinden kaynaklanmaktadir. Maya
retrotranspozonu, Ty, bircok o6zelligi yoOniinden retroviriisler i¢in ¢ok uygun bir
modeldir. Cesitli maya retrotranspozonlar1 genel yap1 olarak birbirine ¢cok benzerdir. Ty
retroviriisleri gag ve pol genleri ile analog olan proteinleri kodlayan sigma (X) denilen

5- 5,3 kb © lik internal domainleri igerirler (Ciriacy 1995).

Transpozon elementleri Okaryotik genomu sekillendirmede 6nemli role

sahiptirler. Kromozomlarin yapisinda, duplikasyonlar, delesyonlar veya yeniden



diizenlemeler ile sonug¢lanan ektopik (anormal bir yerdeki) rekombinasyon i¢in homolog

bolgeler saglarlar (Voytas ve Boeke 1993).

Saccharomyces  cerevisiae’da  retrotranspozonlarin ~ Tyl-Ty5  olarak
isimlendirilen 5 farkli ailesi tanimlanmistir. Bu 5 ailedeki tiim Ty retrotranspozonlari
retroviriislere benzerler. 5-3" uglarinda direkt tekrarlar (LTR) bulunur, mRNA ara
liriinlinlin revers transkripsiyonu ile replike olurlar. LTR retrotranspozonlart 2 farkl
gruba ayrilir. Bunlar; Tyl/ Copia ve Ty3/ Gypsy grup retrotranspozonlaridir. Ty3, S.
cerevisiae’ de bulunan Ty3/ Gypsy grup’unun tek Ornegiyken Tyl/ Copia grup
elementlerinin 4 farkli ailesi bulunur. Tyl ve Ty2 yakindan akrabadir ve aralarinda
olduk¢a fazla sekans benzerligi vardir. Ty4, diisiik-kopya-sayisi elementlerinin
ailesindendir ve Tyl ile Ty2’ ye sadece uzaktan ilgilidir. Ty5 ailesinin bir bilinen iiyesi
kromozom 3’ iin sol telomerine yakin bulunan ve fonksiyonu olmayan elementtir

(Voytas ve Boeke 1993, Kim ve ark. 1998).

Tyl retrotranspozonlar: lireme dongiileri i¢in gerekli tiim proteinleri kodlarlar.
Tyl” in kodlama bolgesi (5.2 kb), TYA ve TYB olarak bilinen 2 tane ¢akisik agik
okuma c¢ergevelerini (ORFs) igerir. Bu genler sirasiyla retroviral gag ve pol ile
analogtur. TYA ORF’u virlis benzeri yapilar (VLP) i¢in gerekli yapisal (kapsit) proteini
kodlar. Ikinci ORF TYB ise TY1 transpozisyonu icin gerekli enzimleri (reverse

transkriptaz, integraz, proteaz, RNaseH) kodlar (Roth 2000).

Ty3 bir diger S. cerevisiae retrotranspozon’udur. Ty3 virlisi 50-60 nm
capidadir. Ty3 virlisii yapisal proteinler (kapsid (CA) ve niikleokapsid (NC) ), revers
transkriptaz ve integrazdan olusmustur. Ayrica Ty3 mRNA’ s1 igerir ve primer olarak
kullanilan tRNA igerir (Roth 2000). Baslangicta diger maya retrotranspozonlar1 gibi
retrotranspozon olarak adlandirilan Ty3, retroviriislere olan yapisal benzerlikleri nedeni
ile Retrovirales ordosunda bulunan Metaviridae familyasinin Metavirlis genusu i¢inde

bir viriis olarak yeniden tanimlanmistir (Capy 2005).

Ty4 viriisti ise S. cerevisiae’nin genomunda az sayida bulunan bir elementtir.

Ty4’ in genomik organizasyonu, Tyl/Copia grubunda bulunan diger retrotranspozonlar



ile homologtur. Ty4 elementinin kodlama bolgesinde, +1 mod’ta 226 bp ¢akisik, 2 agik
okuma c¢ergevesi (TY4A ve TY4B) bulunmaktadir (Stucka ve ark. 1992). Ty4
retrotranspozonu, maya suslarinda her haploid genomda sadece 1-3 kopya olarak
bulunur. Ty4 transkripsiyonu, LTR’ye baglh negatif diizenleyici elementler tarafindan
baskilanir. Bu nedenle diisiik miktarda transkribe edildigi rapor edilmistir (Hug ve

Feldmann 1996).

Retrotranspozonlar, yeni  genomik  bolgelere = mRNA’larinin  revers
transkripsiyonu sonucu olugan yeni kopyalar1 araciligi ile taginirlar. Ty transpozisyonu
S. cerevisiae’da seyrek olan bir durumdur. Transpozisyon, her bir boliinme basina her
bir Tyl elementi igin sadece 10° — 107 oraminda meydana gelir. Diger bir ifade ile
logaritmik olarak iiremekte olan S. cerevisiae hiicrelerinde her 10° — 107 maya
hiicresinden birinde 90 dakikada bir Ty viriisii genomda farkli bir bolgeye integre olur.
Ty retrotranspozonlariin ireme dongiisiiniin basamaklar1 Sekil 2. 1’de gosterilmistir.
Niikleusta genomik Ty transkripsiyona ugrar ve Ty mRNA’s1 proteinlerinin
sentezlendigi yer olan sitoplazmaya tasinir. Viriis benzeri pargacik (VLPs) icinde Ty
mRNA’s1, tRNA ve revers transkriptaz, integraz ve proteaz enzimleri bulunur. VLP

icinde Ty mRNA’sindan revers transkripsiyonla Ty cDNA’s1 sentezlenir. Ty ¢cDNA’s1
da niikleusa aktarilarak yeni kromozomal bolgeye integre olur (Roth 2000).
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Sekil 2. 1. Ty viriislerinin iireme dongiisiiniin sematik gosterimi.



2. 2. Metaviriis Ty3’iin Yapisi ve Ozellikleri.

Ty3’te LTR bolgeleri sigma elementi olarak adlandiriir ve 340 bg
uzunlugundadir. LTR bolgeleri arasinda kalan ve Ty3A, Ty3B polipeptidlerinin
kodlandig1 i¢ bolge ise 4,7 kb¢’dir. Ty3’iin daha 6nceki ¢alismalarda S. cereviae’dan
elde edilen kopyalarindan biri Ty3-1 olarak adlandirilmistir (Hansen ve ark. 1988). Ty3-
I’in retrovirlislere benzerlik gosteren bazi 6zellikleri agsagida verilmistir.

a) 53" uglarda LTR lar1 bulunur.

b) Eksi zincirde DNA sentezi i¢in potansiyel primere (met tRNA) baglayici
bolge yer almaktadir.

c) Potansiyel olarak art1 zincirde DNA sentezine sokulan piirin zengini bolge
bulunur.

d) Ty3 elementi promotordan baslayarak tek ¢esit mRNA olarak transkribe edilir
(Hansen 1988).

Ty3 transkripsiyonunun S. cerevisiae hiicrelerinde mating (eslesme) feromonu
kontrolu altinda oldugu ve alfa faktor ile uyarilan hiicrelerde Ty3 transkripsiyonun
aktive edildigi gosterilmistir (Bilanchone ve ark. 1993). Ty3 viriisii promotorunun yer
aldigi LTR bolgesinde alfa faktorii ile uyarilan transkripsiyon faktoriiniin baglandigi
PRE (Pheromone response element) dizileri bulunmaktadir (Bilanchone ve ark. 1993).
Ty3 virisiinin S. cerevisiae genomunda daha c¢ok tRNA genlerinin bulundugu

kromozom bolgelerine integre oldugu bulunmustur (Hansen ve ark. 1988).

Metaviriis Ty3 S. cerevisiae genomunda susa gore degismekle birlikte 1 ila 4
kopya olarak bulunabilir. TY3’lin kodlama bolgesi yer degistirme (transpozisyon) i¢in
gereken yapisal ve katalitik proteinleri kodlayan TY3A ve TY3B denilen ORF’lan
icerir. Bu kodlama bdlgeleri retroviral gag ve pol kodlama bdolgeleri ile 6nemli yapisal
ve islevsel benzerlik gostermektedir. Tam virlis olarak bulunan Ty3 viriislerine ek
olarak haploid maya genomlar1 birde TY3 elementlerinin LTR bolgeleri (solo LTR
elementleri) bulunmaktadir. Solo Ty3 LTR bolgeleri baz1 S. cerevisiae suslarinda 30
kopya kadar bulunabilir (Kim ve ark. 1998).



2. 3. Ribozomal Frameshift Mekanizmasi1 ve Onemi.

Frameshift, mRNA {izerinde translasyonun elongasyon agamasi sirasinda okuma
cercevesinin 5 yonde -1 yada 3 ydnde +1 yonde degismesi ile olur. Kayma olasiligin
azaltan mutasyonel degisimler, frameshifti azaltma ve elimine etme egilimindedir.
Frameshiftin olusmasi i¢in literatiirde 3 model vardir. Bunlar; 1) Faktor baglayici

model, 2) Durdurucu model, 3) Coziicii-agict model ‘dir (Brierley ve Ramos 2005).

1. model, frameshift islemine katkida bulunmaktan yada diizenlemekten sorumlu
proteinler i¢in uyarici RNA baglayici bolge olarak hareket eder. 2. model, ribozomal
durdurma uyarict RNA ile kars1 karsiya gelindiginde meydana gelir ve frameshift
mekanizmasinin anahtar elementidir. 3. model, ¢oziicli-agict modelde uyarict RNA’lar
ozellikle ribozomla iliskili kod ¢6zme merkezinin ilerisinde olan ¢oziicii-agict mRNA
yapilarindan sorumlu olan RNA helikazin hareketine direnglidir (Brierley ve Ramos

2005).

Translasyon sirasinda ribozomal frameshift bdlgelerinde duraklamayi uzatan 3
tip stimiilator vardir. Bunlar; 1) Bos (A¢) kodonlar, 2) Cercevedeki anlamsiz kodonlar,
3) RNA ikincil yapilar1 ‘dir. Okaryotik ribozomal frameshift sinyalleri 2 tane temel
mRNA elementini igerir. Bunlar; 1) Kaygan diziler (ribozomun mRNA’da okuma
cergevesini degistirdigi yerler), 2) mRNA’daki uyarict ikincil yapilardir (¢ogu kez
mRNA pseudoknatlarindan olusur) (Ian ve ark. 2005).

Ty3’te frameshift bolgesindeki GCG-AGU-U dizisinin translasyonu sirasinda

frameshift meydana gelir. 3 kodonun dnceden +1 yonde frameshifti indiikledigi bilinir,
CUU,GCG,CCQG, frameshifti daha yiiksek seviyeye %3,3’den %8,2’ye ilerletir. Bu
kodonlardan baska hi¢bir kodon frameshift oranini ilerletmez. 2 faktor frameshift

oranini etkiler (Vimaladithan ve Farabaugh, 1994).

Programli ribozomal frameshiftin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasinda S.
cerevisiae Tyl ve Ty3 viriisleri ile yapilan ¢alismalar ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir.

Her iki virliste de frameshift +1 yoniinde olmasina ragmen molekiiler mekanizmalari



tamamen farklidir (Farabaugh 1996). Tyl ve Ty2’de frameshift ayn1 mekanizma ile
gerceklesir. Bu viriislerde gag-pol kesisim bdlgesinde bulunan frameshift dizisi CUU
AGG C kodonlarindan olusur. Bu kodonlarin okunmasi sirasinda AGG kodonunu
tanityan tRNA-Arg’in sitoplazmada az bulunmasi ribozomal beklemeye (pause) neden
olmaktadir. Bu bekleme sirasinda da CUU kodona bagli bulunan tRNA-Leu +1
yoniinde bir niikleotid kayarak UUA kodonuna baglanir (Sekil 2. 2). Bunun sonucu
olarak translasyon yeni cergevede devam ederek gag-pol flizyonu protein sentezlenir

(Belcourt ve Farabaugh 1990).

TYA------mmme- Leu—Arg—Pro—Gly—Thr- Stop
——————— CUU AGG CCA GGA ACU UGA UCC

———————— CUUA GGC CAG GAA CUU GAU CC
----TYA-TYB-----Leu —Gly — Gln— Glu— Leu — Asp — Pro--

Sekil 2. 2: Tyl’de frameshift bolgesinin niikleotid dizisi.

Ty3 viriisiinde ise gag-pol kesisim bolgesinde bulunan frameshift dizisi ise
GCG AGU U kodonlarindan olusur. Bu bolgedeki serin amino asidi kodonunu taniyip
baglanan ser-tRNA’sinin sitoplazmik konsantrasyonunun diisiik olmasi ve mRNA
lizerinde asagida verilen (sekil 2. 3) frameshift bolgesinin 12 niikleotid uzagindaki
mRNA dizisi (context effect) Ty3 tipi frameshifti stimiile eden o&zellikler olarak
belirlenmigtir (Farabaugh ve ark. 1993). Ty3’iin frameshift bolgesinde ribozomun
beklemesi sirasinda (ribosomal pause) tRNA-ser yerine +1 yonde 1 niikleotid atlayarak
valin tRNA’s1t GUU kodonuna baglanmaktadir (Sekil 2. 3). Bunun sonucu olarak
translasyon yeni c¢ercevede devam ederek gag-pol flizyonu protein sentezlenir

(Farabaugh ve ark. 1993).



10

TY3A-—--—--—-—-- Ala —Ser—Ser—Asn—Arg- Leu - Stop
——————— GCG AGU UCU AAC CGAUCU UGA

------ GCG A GUU CUA ACC GAU CUU GAX
TY3A-TY3B--—--- Ala — Val — Leu—Thr— Asp—Leu—---

Sekil 2.3: Ty3’de frameshift bolgesinin niikleotid dizisi ve frameshift.

Viral ribozomal frameshift, tipik olarak XXXYYYZ’nin 7’li kaygan dizisi
tarafindan yonetilir ve RNA ikincil yapilar1 (genellikle pseudoknot) tarafindan takip
edilir. HIV’de bu kaygan dizi U UUU UUA’dir ve bilinen tiim HIV-1 alt tiplerinde
tamamen korunur. Translasyon esnasinda mRNA {izerinde ilerleyen ribozom ve buna
bagli t-RNA kompleksi, pseudoknot yapist ile karsilastiginda 1 niikleotid geri kayar ve -
1 yonde frameshift meydana gelir ve yeni diziye gore protein sentezine devam edilir.
HIV-1"de mRNA’nin normal translasyonu (sifir c¢ercevede) esnasinda sadece Gag
proteini sentez edilir ve translasyon yapan ribozomlar gag kodlama boélgesi sonundaki
stop kodonunda %90-95 olasilikla translasyonu sonlandirir (Sekil 2. 4-A). Fakat HIV-1
mRNA’smin gag-pol kodlama bolgesi kesisimindeki yapisi nedeni ile translasyon yapan
ribozomlar gag kodlama bolgesi sonundaki stop kodonuna gelmeden -1 yonde 1
niikleotid kayarak okuma c¢ercevesini degistirirler. Yaklasik %5-10 oraninda
gergeklesen bu frameshift olayr sonucu okuma gergevesini degistiren ribozomlar yeni
cercevede translasyona devam ederek gag-pol polipeptidlerini sentezleyip pol
polipeptidi sonundaki stop kodonda translasyonu sonlandirirlar (Sekil 2. 4-B). Normal
translasyon ve framshift bolgesinin niikleotid dizisi ile -1 niikleotid frameshift Sekil 2.

4-A ve B’de gosterilmistir (Gareiss ve Miller 2009).
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A-)
<>
U AAU UUU UUA GGG
5 3’
Asn Phe Leu Gly
B-)
<>
UAA UUU UUU AGG
5 3
Asn Phe Leu Arg

Sekil 2. 4: HIV-1’de Frameshift. A: Normal translasyon. B: -1 niikleotid frameshift

2.4. S. cerevisiae’da Glukoz Sinyal Tletimi.

Glukoz, S. cerevisiae’da hem karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesinde
ve hem de birgok metabolik olayin kontrol edilmesinde Onemli etkiye sahip bir
bilesiktir. Glukozun kullanilmasi ¢esitli algilama ve sinyal iletim yollarini igerir ve bu
sinyal iletim yollarinin bir boliimii sekil 2. 5°de gosterilmistir. Glukoz hiicreye glukoz
tastyict  HXT (Hexose transporter) kanallar ile alinir. Hekzokinazl (Hxkl),
Hekzokinaz2 (Hxk2) ve Glukokinaz1(Glk1) ile glukoz fosforilasyonu olur. Hiicre i¢ine

alinan glukoz glikolitik yolda metabolize edilir.

Glukoz S. cerevisiae’da tercih edilen bir karbonhidrattir. Buna ek olarak tireme
ortamina glukoz ilave edilmesi S. cerevisiae’ya bir hormon gibi etki ederek ¢ok sayida
genin anlatiminda (genlerin yaklasik %30’u) Oonemli derecede artis veya azalma
goriilmektedir (DeRisi ve ark. 1997, Wang ve ark. 2004). Ureme ortaminda glukozun

varligr S. cerevisiae membraninda bulunan sensor proteinlerce algilanir. Bu sensor
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proteinler Snf3, Rgt2, ve Gprl’dir (Gancedo 2008). Snf3 diisiik konsantrasyonlardaki
glukozu (%0.1 veya daha az) algilayan reseptordiir. Rgt2 ve Gprl ise yiiksek glukoz
konsantrasyonu ile aktive edilerek glukoz sinyalini sitoplazmaya aktarirlar (Santangelo
2006, Gancedo 2008). Glukoz sinyalinin sitoplazmaya iletilmesi ile ¢esitli protein
kinazlar ve bunlara bagli olarak da cesitli diizenleyi enzimler ve transkripsiyon
faktorlerinin aktiviteleri kontrol edilerek S. cerevisiae hiicrelerinin metabolizmalari ve

gen anlatimlari kontrol edilmektedir (Gancedo 1998, Santangelo 2006).

S. cerevisiae’da glukoz sinyal iletim yollarindan biri olan Ras-cAMP yolu
Protein Kinaz-A’y1 (PKA) aktive ederek etkisini gostermektedir. Gprl ATP’den cAMP
sentezini yapan adenilat siklaz enzimini aktive ederek cAMP sentezini uyarir.
Sitoplazmik cAMP PKA’nin diizenleyi alt birimi olan Becylp’ e baglanarak katalitik alt
birim olan Tpklp’nin serbest hale ge¢cmesini saglar. Gelismis-yiiksek eukaryotlarda
oldugu gibi, maya adenilat siklaz aktivitesi de G-proteinleri tarafindan kontrol edilir. S.
cerevisiae’daki 2 kiiciik G proteini Rasl ve Ras2 adenilat siklaz aktivitesi igin
gereklidir. Son zamanlarda bir de G-protein’e bagli reseptdr sistemi (GPCR)
tanimlanmistir. Bu sistem cAMP sentezinin glukoz-indiikleyen aktivasyonunu spesifik
olarak kontrol eder. S. cerevisiae’da cAMP sinyali; metabolizma, stres direnci ve

proliferasyonun kontroliinde temel rol oynar (Rolland ve ark. 2002).
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Glukoz Glukoz
e
e o ® o oo

\ Biivii
Duragan faz |— vyume

Stres direnci

Sekil 2. 5: S. cerevisiae’da Gprl’e bagh glukoz algilama mekanizmasi.
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S. cerevisiae iireme ortaminda %2 veya daha yiiksek konsantrasyonlarda glukoz
bulunmasi glukoz baskilamasi (glucose repression) olarak adlandirilan metabolik ve
genetik durumun olusumuna neden olur. Glukoz baskilamasi durumunda fermente
edilmeyen karbonhidrat kaynaklar1 (gliserol, laktat, etanol) ve sukroz, galaktoz, maltoz
gibi karbonhidratlarin kullanimi ile ilgili enzim veya yapisal protein kodlayan genlerin
transkripsiyonu baskilanmaktadir. Glukoz baskilamas: altindaki genlerin ¢ogunun
transkripsiyonu Miglp-Ssn6p-Tuplp kompleksinden olusan transkripsiyon faktorleri
tarafindan engellenir, baskilanir (Gancedo 1998, Gelade ve ark. 2003).

S. cerevisiae hiicrelerinin yiiksek glukoz (%2 veya daha fazla) iceren iireme
ortamindan diisiik glukoz igeren (%0.1 veya daha az) ortama aktarilmasi veya fermente
edilmeyen (gliserol, laktat, etanol) karbon kaynagi igeren ortamlarda iiretilmeleri ise
glukoz baskilamasinin kaldirilmasina neden olur. Derepresyon olarak adlandirilan bu
durumda ise S. cerevisiae metabolizmasi yeniden programlanarak S. cerevisiae
hiicrelerinin alternatif karbonhidratlar1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullanmalari
saglanir. Derepresyon veya diisiik glukoz sinyalini sitoplazmada algilayan faktor ise bir
cesit protein kinaz olan Snflp’dir (Smets ve ark. 2010). Snflp glukoz baskilamasina
neden olan Miglp kompleksine etki ederek glukoz baskilamasinin sonlandirilmasini
saglar. Snflp ayrica genel metabolik sensor olarak da islev goriir (Smets ve ark 2010,
Hong ve Calson 2007). Bu 06zelligi ile Snflp memeli hiicrelerinde bulunan ve diisiik
enerji seviyesi (yliksek AMP konsantrasyonu) ile aktive edilen AMP’ye bagimli Protein

Kinaz’a 6nemli islevsel ve yapisal benzerlik gostermektedir (Hardie 2007).

2. 5. Saccharomyces cerevisiae’de Azot Sinyal Iletimi.

mTOR (Target of Rapamycin) eukaryotlarda translasyon sisteminin bir¢ok
bileseninin diizenlenmesinde 6nemli islevleri olan ¢ok alt birimli bir proteindir. mTOR
sinyali bazi hormonlar (6rnegin insiilin) ve aminoasitler tarafindan uyarilir. TOR
sinyali, hiicredis1 aminoasit diizeyinden ziyade hiicrei¢i aminoasit diizeyine tepki
gosterir (Proud 2004). Son zamanlarda elde edilen veriler, muhtemelen hiicre i¢i sensor

molekiilii aracilig1 ile, hiicre ici serbest amino asit seviyesinin mTOR aktivitesini
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etkiledigini gostermektedir. Hiicre i¢indeki serbest amino asit miktari, hiicre disindan
alinan amino asit miktar1 ve proteinlerin yikimi sonucu agiga ¢ikan amino asit miktari
ile protein sentezi sirasinda kullanilmakta olan amino asit miktar1 mTOR aktivitesinin
kontrolii i¢in 6nemli degiskenlerdir. Aminoasitler ile mTOR aktivitesinin kontrolii sekil

2. 6’te gosterilmistir.

Dis

Protein sentezi

Dis

. . amino asitler
amino asitler

Proteinler

Serbest /_\

' Protein bozulmasi S6K1, eEF2k
Algilayic1? 4E-BP1

~ ). 4
~

Sekil 2. 6. Aminoasit dengesi ve mTOR’un kontrolii.
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2. 6. Translasyon Elongasyon Faktorleri ve PRF.

Ribozomal frameshift, translasyonun elongasyon asamasinda olur. mRNA
translasyonunun elongasyon asamasi, Metabolik enerjinin 6nemli bir miktarinin
gerektigi ve polipeptidlerin sentezlendigi asamadir. Memelilerde translasyon
elongasyonu, Okaryotik elongasyon faktorleri yada eEFs denilen ribozomal olmayan
protein grubunu gerektirir. Bu proteinlerin aktiviteleri memeli hiicrelerinde
fosforilasyon ile kontrol edilmektedir. Elongasyon faktorlerini fosforlayip translasyonun
elongasyon asamasini kontrol eden faktorler EF Kinazlar olarak bilinmektedir
(Donovan ve Bodley, 1991). Elongasyon faktorii EF1 cesitli alt birimlerden olusur ve
aminoagil-tRNA’larin (amino asit tasiyan tRNA) ribozoma alinmasinda gereklidir.
Ribozomal translokasyonu gergeklestiren faktdr ise EF2’dir (Kapp ve Lorsch 2004).
EF1 ve EF2’nin aktiviteleri fosforilasyon ile kontrol edilmektedir (Kapp ve Lorsch
2004, Monnier ve ark. 2001). EF kinazlarin aktivitelerinin MAP kinaz sinyal yolu
tarafindan ve nutrient-duyarli mTOR sinyal yolu tarafindan kontrol edildigi
bulunmustur. EF kinazlar tarafindan EF’lerinin aktivitelerinin kontrol edilmesi
translasyonun yavaslatilmasina neden olur ve bdylece bazi1 6zel tireme kosullar1 altinda

enerji korunur (Browne ve Proud 2002).

Elongasyon faktorii 3 (EF3), Fungal canlilara 6zgii bir elongasyon faktoriidiir.
EF3 molekiil agirligi 116 kDa olan monomerik bir proteindir. EF3’{in islevi tam olarak
belirli olmamakla birlikte ribozomal okuma ¢ergevesinin korunmasi i¢in gerekli oldugu

one siirtilmektedir (Chakraburtty 1999).

Basglama, sentez ve sonlandirma asamalarindan olusan translasyonda cesitli
hatalar da olabilir. Bu hatalar: baglama bdlgesinin se¢iminin degistirilmesi, ribozomun
okuma cercevesini degistirmesi, hatali amino asitin baglanmasi, erken sonlandirma gibi
translasyon hatalar1 olabilir. Translasyonda olusan bu tiir hatalar sonucu hatali proteinler
tiretilir. Translasyonun dogru olarak tamamlanmasi hem cis hem de trans etkili

faktorlere baghdir (Valente ve Kinzy 2003).
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3.MATERYAL VE YONTEM

3. 1. Arastirmada Kullanilan Maya Suslar.

Bu arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslarindan YST124, YST125, YST159,
ve YST214 Frankfurt Universitesi S. cerevisiae koleksiyonundan saglandi. S. cerevisiae
susu YST101 ise Dr. A. Hinnebusch’tan (National Institutes of Health, ABD) saglandi.

S. cerevisiae suglarinin genotipleri ¢gizelge 3.1°de verildi.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslar1 ve 6zellikleri.

8. cerevisiae | Genotipi ve ilgili mutasyonlar

Susu

YST101 MAT a, ura3-52.

YST124 MAT a, his341, leu2A0, met15A0, ura3 AO.

YSTI125 MAT a/a, his3Al/his3A1,  leu2A0/leu2A0,  1ys2A0/LYS2,
MET15/met15A0, ura3A0/ura3A0.

YST159 MAT a, his3A1, leu2A0, met1 SA0, ura3A0, YDR477w::kanMX4
(snfl mutanti)

vST214 MAT a/a, his3A1/his3A1, leu2A0/1eu2A0, lys2A0/LYS2,
MET15/met15A0, ura3A0/ura3A0, YBR118w::kanMX4/YBR 118w
(Heterozigot EF 1alfa mutant1)

3. 2. 8. cerevisiae Suslariin Uretilmesi.

Arastirmada kullanmilan S. cerevisiae suslart YPD (Yeast Ekstrakt, Pepton,
Dekstroz) (Ek1) besiyeri iceren 2 ml’lik kiiltiir tiiplerinde canli suslar olarak yukarida
belirtilen kaynaklardan saglandi. S. cerevisiae suslari steril kiirdanlar ile tiiplerden
almarak YPD petrilerine yayma ekimi yapilarak stok petrileri olusturuldu. Stok S.

cerevisiae petrileri arastirmalarimiz siiresince + 4 °C’deki sogutucu dolapta saklandi.
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Ayrica YPD petrilerinde fretilen S. cerevisiae suslarindan steril sartlarda alinan
ornekler 1 ml steril % 20’lik gliserol iceren mikrofiij tiiplerine alinarak -70 °C’deki
derin dondurucuda siirekli stoklar olarak saklandi. S. cerevisiae suslarina plazmitler
transformasyon ile aktarildiginda olusan transformant hiicreler icin urasil icermeyen
sentetik tam SC-Ura (Synthetic Complete, minus uracil) ortami kullanildi (Rose ve ark.
1990). Arastirmamizda kullanilan besiyerlerinin igerikleri ve hazirlanislart Ek 1°de

verildi.

3. 3. Arastirmada Kullanilan Plazmitler.

Bu aragtirmada Ty3 viriisiinde frameshift oranini belirlemek i¢in pMB38-Ty3FF
(Ty3-FF) ve pMB38-TyFS (Ty3-FS) plazmitleri kullanildi. Bu plazmitler S.
cerevisiae’da otonom olarak replike olabilmek i¢in 2p plazmitinin gerekli bir bolgesini
igerirler. Plazmitlerin igerdigi URA3 geni ise S. cerevisiae’ya transformasyonu igin
secici marker gendir. Bu nedenle URA3 geni mutanti S. cerevisiae hiicrelerinin urasil
biyosentezi metabolik yolunu tamamlayip urasil okzotrofu S. cerevisiae hiicrelerinin
urasil igermeyen minimal ortamda iiremelerini saglar. pMB38 plazmitleri bir ¢esit
mekik (Shuttle) vektorii olup E. coli’de amplifikasyonlari igin ayr1 bir replikasyon orjini
(ColE) ve E. coli’deki transformantlarinin segilebilmesi i¢in B-laktamaz (bla) geni
icerirler. B-laktamaz geni ampisilin ve penisilin benzeri antibiyotiklere diren¢ saglar
(Belcourt ve Frabaugh 1990). pMB38-Ty3FF plazmiti translasyonel frameshift
bolgesinin frame flizyon yapilmis halini igerirken, pMB38-Ty3FS ise Ty3 viriisiinlin
frameshift bolgesini igerir (Belcourt ve Frabaugh 1990, Farabaugh ve ark. 1993). Bu

plazmitlerin yapisal 6zellikleri sekil 3.1°de verildi.

Arastirmalarimiz  siiresince S. cerevisiae Cycl-lacZ ve Gpdl-lacZ gen
flizyonlarin1 igceren yapist pMB38 vektorleri gibi olan plazmitler de kontrol gen
flizyonunu iceren plazmitler olarak kullanildi (Rose ve ark. 1981). 2 mikron-URA3 tipi
plazmitlerin S. cerevisiae hiicrelerine transformasyonla aktarildiklarinda ve segici
ortamda iiretildiklerinde hiicre i¢inde stabil olarak kaldiklar1 ve hiicrelerde 2-3 kopya

olarak bulunduklar1 daha 6nce yapilan arastirmalarda gosterilmistir (Liao ve ark. 1989).



19

Rl

bla

Xbal

2 Mikron

RI

Cycl-lac Z

Sacl
URA3

pCycl

Sekil 3. 1. Kontrol plazmiti pA312 yapisi ve islevsel bolgeleri. pA312 S. cerevisiae’da
replikasyon i¢in 2 mikron replikasyon orijini ve seleksiyon i¢cin URA3 geni igerir. E.
coli’de replikasyon ve seleksiyon igin de ayrica segilebilir marker gen olarak bla (B-
laktamaz) ve ColEl replikasyon orijini igerir. Sacl, Xbal ve R1 (Eco R1) ilgili

restriksiyon enzimleri tanima bolgelerini gostermektedir.
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Rl bla

Xbal

2 Mikron

Rl 10.8 kb

Rl
pHIS4-FF/FS-lacZ

Sacl

FrameFuzyon

— |

Promotor HIS4

_|—|_|_ LacZ

| ] FrameShift
I

T

Sekil 3. 2. pMB38-Ty3 FS/FF plazmitlerinin yapist ve islevsel bolgeleri. Frameshift
plazmidleri bir HIS4 promotoru ve Ty3 elementinin Frameshift bdlgesini igerir.
Framefiizyon plazmidleri ise framshift bolgesini icermez. Biitiin plazmidler segici bir
marker olarak URA3 geni, Autonom replikasyon i¢in bir 2 plazmiti replikasyon orijini
ve bakteride amplifikasyon ve seleksiyon i¢in ColEl replikasyon orijini ve bla geni

icerirler.
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3. 4. Plazmitlerin E. coli’ye Transformasyonu ve Cogaltilmasi.

Aragtirmalarimizda kullanilan Ty3-FS, Ty3-FF, Cycl-lacZ ve Gpdl-lacZ
plazmitleri stoklardan alinarak c¢ogaltilmak igin 6nce E. coli’ye transformasyonla
aktarildi. Bunun i¢in 6nce E. coli DH5a hiicreleri -70°C’deki stoklardan steril sartlarda
almarak LB (Luria-Bertani) (Ek1) petrilerine ¢izgi ekimi yapild1 ve petriler 1 gece 37
°C’de bekletilerek E. coli hiicrelerinin tiremeleri saglandi. Daha sonra bu petrilerden
taze E. coli kolonileri segilerek 10 ml LB sivi ortamina ekim yapildi ve 16-18 saat,
37°C’de calkalamali inkiibatorde 140 devir/dakika hizla karistirilarak (standart sartlar)
on kiiltiirler elde edildi. Bu 6n kiiltiirlerden 100 pl alimarak 10 ml’lik taze LB sivi
besiyerine ekim yapildi ve E. coli i¢in standart sartlarda logaritmik faza kadar tiremeleri
sagland1. Bakteri hiicreleri, MgClz, CaClz yontemi kullanilarak kompetent hale getirildi
(Ausubel ve ark. 1987). Kompetent bakteriden 150 pl alindi ve yaklasik 0.1-0.5 pg
plazmit eklendi. Plazmit E. coli karisimi buz iginde 30 dakika bekletildi. Bu siire
sonunda karigim 42 °C’de 2 dakika 1s1 sokuna ugratildi ve tekrar 2 dakika buzda
bekletildi. Daha sonra bakteri-plazmit karisimina 850 pl LB ilave edildi ve 37 °C’de 1
saat bekletildi. Bu islemden sonra da transformant bakterilerin se¢imi i¢in 100 pl’lik
bakteri karigimi LB-Ampisilin petrilerine ekildi ve petriler 37 °C’de 1 gece bekletildi
(Ausubel ve ark. 1987). LB-Ampisilin’de iireyip koloni olusturan transformantlardan
tek koloni alinarak tekrar LB-Ampisilinli petrilere ¢izgi ekimi yapildi. Plazmit
izolasyonu i¢in bu petrilerden steril sartlarda iyi izole olmus bakteri kolonileri segilerek
10 mP’lik s1vi LB-Ampisilin ortamina ekim yapildi ve standart sartlarda 1 gece (16-18

saat) tiremeleri saglandi.

E. coli’ye transform edilen plazmidler Amresco-Cyclo-Prep miniprep plasmid
DNA saflagtirma kiti kullanilarak izole edildi. Bu kit ile 1ml E. coli’den 2-15 ug plazmit
DNA’s1 saflastirilabilmektedir. Saflagtirma isleminde iiretici firma tarafindan verilen
yontem izlendi. Plazmid DNA’lar1 100 pl’lik 1xTE (pH: 7.4) ¢ozeltisi i¢inde -20°C’de

saklandi.
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3. 5. Plazmitlerin S. cerevisiae’ya Transformasyonu.

Plazmitlerin S. cerevisiae hiicrelerine transformasyonunda lityum asetat
polietilenglikol yontemi baz1 degisiklikler yapilarak asagida verildigi sekilde kullanildi
(Ito ve ark. 1983). Transformasyon igin Once S. cerevisiae suslarini igeren stok
petrilerden steril sartlarda 6rnekler alimarak 10 ml stvi YPD ortamina ekim yapildi. S.
cerevisiae suslarini igeren sivi besiyerleri 30 °C’de 140 devir/dakika hizla karistirmali
inkiibatorde (standart sartlar) 16-18 saat liretilerek on kiiltiirler elde edildi. Bu 6n
kiiltiirlerden 1 ml alinarak taze YPD besiyerine ekim yapildi ve kiiltiirler standart
sartlarda logaritmik faza kadar (ODeoo : 0.8-1.0) iiretildi. Daha sonra S. cerevisiae
hiicreleri 5 dakika 1000 g hizda masa iistii santrifiijde ¢oktiiriildii ve 10 ml steril distile
suda yikandi. Yikanan hiicreler santrifiijleme ile yeniden ¢oktiiriildii ve 3.5 ml taze
hazirlanmig steril lityum asetat-TE c¢ozeltisinde (Ekl) siispanse edildi ve standart
sartlarda calkalamali inkiibatérde 1 saat inkiibe edildi. Lityum asetatla muamele edilmis
S. cerevisiae hiicrelerinden mikrofiij tiiplerine 500 pl alinarak igine 3-5 pg plazmit
DNA’s1 ile beraber 40-50 pg denatiire edilmis herring sperm DNA’s1 ilave edilip 30
°C’de 30 dakika etiivde inkiibe edildi. Daha sonra tiiplere 1ml %50 ‘lik steril
Polietilenglikol (PEG 3500) eklendi ve 30 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda hiicreler 42 °C’de 5 dakika 1s1 sokuna maruz birakildi. Bundan sonra, maya
hiicreleri 13000 g hizda mikrosantrifiijde 1 dakika santrifiijleme ile ¢oktiirtildii ve 1 ml
steril distele su ile yikandi ve tekrar ¢oktiiriilip 150 pl steril saf suda ¢oziindii. S.
cerevisiae suslarinin siispansiyonlarindan 100 ul kadar alinip urasil icermeyen sentetik
tam minimal iireme ortami (SC -Ura + %2 glukoz) petrilerine yayma ekimi yontemi ile
ekildi. S. cerevisiae YST 101 susu ise aminoasit okzotrofu olmadigindan YNB+%?2

glukoz igeren petrilere ekildi.

Petriler 30°C’deki etiivde 3-4 giin inkiibe edilerek transformant kolonilerin
olusumu saglandi. Transformant kolonilerden her bir sus ve plazmit i¢in 6-8 koloni
secilerek taze SC-Ura glukoz petrilerine kiiciik pasajlar yapildi ve bu pasajlarin tiremesi
icin petriler tekrar 30 °C’deki etlivde 3-4 giin bekletildi. Bu sekilde petrilerde iiretilen S.
cerevisiae transformantlari 4 °C’deki buzdolabinda saklandi ve B-galaktozidaz deneyleri

icin s1v1 kiiltiirlerin hazirlanmasinda kullanildi (Guarente 1983).
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3. 6. S. cerevisiae Transformantlarinin Uretilmesi.

Ty3 viriisiinde standart sartlarda ve normal lireme ortamindaki frameshift hizini
belirlemek i¢in haploid (YST124) ve diploid (YSTI125) S. cerevisiae suslari
transformantlar1 25 ml’lik erlenlerde 5 ml SC- Ura + %2 glukoz igeren siv1 besiyerinde
her bir plazmit i¢in 3’1l olarak standart sartlarda 16-18 saat iiretilerek 6n kiiltiirler elde
edildi. Bu on kiiltlirlerden 150-200 pl alinarak tekrar 5 ml’lik taze SC-Ura +%2 glukoz
iceren 25ml’lik erlenlere ekim yapildi ve bu maya transformantlarinin standart sartlarda
logaritmik faza kadar iiremeleri saglandi. Logaritmik faz sonunda maya hiicreleri
coktiiriilerek asagida agiklandigr sekilde (boliim 3.7) P-galaktozidaz aktivitelerinin

Ol¢limii i¢in hazirlandi.

Ty3’de frameshift oranina farkli karbon kaynaklarinin etkisini belirlemek igin S.
cerevisiae transformantlar1 SC-Ura + %2 gliserol, %2 sodyum laktat igeren iireme
ortamlarinda standart sartlarda {retilerek hazirlandi ve -galaktozidaz aktiviteleri

belirlendi.

Ty3’de glukoz sinyalinin etkilerini belirlemek i¢in standart sartlarda SC-Ura %2
gliserol, %2 sodyum laktat iceren ortamda logaritmik faza kadar {iretilen S. cerevisiae
kiiltiirlerine son konsantrasyonu %2 olacak sekilde steril glukoz ilave edildi ve S.
cerevisiae kiiltiirleri standart sartlarda 4-5 saat daha inkiibe edilerek ¢oktiirildii. Bu
sekilde hazirlanan S. cerevisiae transformantlarindaki -galaktosidaz aktiviteleri asagida

aciklandigi sekilde belirlendi.

Ty3’de frameshift oranina azot sinyal iletim yolunun etkilerini belirlemek i¢in S.
cerevisiae YST101 susu kullanildi. SC-Ura ortami ¢esitli aminoasitleri igerdiginden
azot sinyal iletim yolunun Ty3’de frameshifte etkilerini belirlemek i¢in S. cerevisiae
transformantlar1 amonyum igermeyen YNB+ %2 glukoz iceren lireme ortaminda
iretildi (Ek1). Bu lireme ortamina azot kaynagi olarak son konsantrasyonu %0.1 olacak
sekilde glutamin veya prolin ilave edildi. S. cerevisiae YST101 transformantlari

yukarida agiklandigi sekilde standart sartlarda hazirlanarak logaritmik faza kadar
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iretildi ve logaritmik faz hiicreleri ¢oktiiriilerek [-galaktosidaz aktivitelerinin

belirlenmesi i¢in asagida aciklandigi sekilde hazirlandi.

3. 7. p-Galaktozidaz Aktivitelerinin Olciimleri.

Hiicreler 1000 g hizda 5 dakika santrifiij ile ¢oktiiriildii. Coken hiicreler 1ml
distile suda siispanse edildi ve tekrar ¢oktiiriildii. Coktiiriilen hiicreler 200 pl Breaking
Buffer ‘da (Ek1) siispanse edildi. Daha sonra bu S. cerevisiae siispansiyonlarina 20 pl
Kloroform ve 20 pl %0.1 SDS katilarak 10-15 saniye vortekslendi ve S. cerevisiae
lizatlar1 elde edildi. Permeabilize edilen S. cerevisiae lizatlarindan 20 ul alinip 980 pl Z-
Buffer (Ek1) icine eklendi ve sicak su banyosunda 30 °C’de 2 dakika 6n inkiibasyona
birakildi. Daha sonra reaksiyon tiiplerine 200ul ONPG (Orto Nitro Phenyl Galactoside)
ilave edildi ve yavasca karistirildi. Reaksiyonlar, sar1 rengi goriiniir hale gelene kadar 30
°C’de sicak su banyosunda bekletildi ve 1 M NaxCOs ¢ozeltisinden her tiip i¢in 500 pl
katilarak (-galaktosidaz reaksiyonlar1 durduruldu. -galaktosidaz aktiviteleri daha 6nce
tanimlandig1 sekilde hesaplandi (Ausubel ve ark. 1993, Guarente ve Ptashe 1981). B-
galaktosidaz aktivitesi Ol¢limlerinde kullanilan permeabilize edilmis S. cerevisiae
lizatlarinin protein miktarlar1 Lowry yontemi (Ek1) kullanilarak belirlendi. (Guarente ve
Ptashe 1981). Her plazmid i¢in aynt maya susunun 3 farkli transformant secilip -
galaktosidaz aktiviteleri 3’erli olarak Ol¢iildiiglinden bir transformant i¢in 9 sonug elde
edildi. Deneyler ayni sartlar altinda tekrarlandi ve boylece bir transformant i¢in 18 f3-
galaktosidaz Olgtimii yapilmis oldu. Her grup deney i¢in standart sapmanin daha once
rapor edildigi gibi %10 - %15 araliginda oldugu bulundu. B-galaktosidaz aktiviteleri
nmol ONPG / min/ mg protein olarak verildi (Ek 2).

Frameshift orani, Ty3-FS vektoriinden ekspres edilen [-galaktosidaz
aktivitesinin Ty3-FF vektoriinden elde edilen PB-galaktosidaz aktivitesine boliinerek

belirlendi (Farabaugh ve ark 1993).
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4. BULGULAR

4. 1. Ty3 de PRF Oranina Gen Dozunun Etkileri.

Ty3’de PRF oranina gen dozunun etkilerini incelemek i¢in haploid ve diploid S.
cerevisiae suslarin1 kullanildi. Ty3-FS, Ty3-FF ve kontrol gen fiizyonu plazmitlerini
igeren haploid ve diploid S. cerevisiae suslari standart sartlarda %2 glukoz i¢eren iireme
ortaminda logaritmik faza kadar iiretilerek bu gen flizyonlarindan ekspres edilen B-
galaktozidaz aktiviteleri 6l¢iildii. Elde edilen sonuglar haploid ve diploid S. cerevisiae
suslarinda standart tireme ortami kosullarinda Ty3 viriisiinde framehiftin yaklasik olarak
aynm oranda gerceklestigini gosterdi (¢izelge 4. 1). Her iki S. cerevisiae susunda Ty3
frameshift oran1 yaklagik olarak %4 olarak belirlendi. Arastirmalarimizda kontrol gen
fiizyonu olarak kullanilan Cycl ekspresyonunun da haploid ve diploid S. cerevisiae

suslarinda ayni oranda gergeklestigi bulundu.

Cizelge 4. 1. Gen dozunun Ty3’de PRF oranina etkileri.

S. cerevisiae %Frameshift Cycl-lacZ
Suslar:
YST124 (Haploid) 4.41%03 199+ 5
YST125 (Diploid) 4.03£0.4 171 £20

4. 2. Haploid S. cerevisiae’da Glukoz Sinyalinin Ty3 de PRF Oranina Etkileri.

Standart tireme kosullarinda Ty3 tipi frameshift orami belirlendikten sonra
haploid S. cerevisiae susunda Ty3’de frameshift oranina glukoz sinyal iletim yolunun

etkileri arastirildi. Bunun ic¢in Ty3 FS, Ty3 FF ve Cycl gen fiizyonlarinmi igeren S.
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cerevisiae transformantlar1 karbon kaynagi olarak gliserol laktat igeren iireme oratminda
logaritmik faza kadar tretildi. Bu asamada S. cerevisiae kiiltiiriiniin yaris1 (5 ml)
alinarak B-galaktozidaz aktiviteleri belirlendi. Kiiltiirin diger 5 ml’lik kismina ise son
konsantrasyonu %2 olacak sekilde glukoz ilave edilerek 4-5 saat daha lireme ortaminda
inkiibe edildi ve siire sonunda hiicreler ¢oktiiriilerek bu hiicrelerin de B-galaktozidaz

aktiviteleri belirlendi.

Haploid S. cerevisiae glukozlu ortamda iiretildiginde % 4.41 olan frameshift
oraninin, gliserollu ortamda tretildiginde yaklasik 2.5 kat artarak %12 oldugu bulundu
(Cizelge 4. 2). Gliserol laktatli ortamda logaritmik faza kadar iiretilen S. cerevisiae
kiiltiirlerine glukoz verildiginde ise frameshift oraninin tekrar standart kosullarda
gbzlenen frameshift seviyesine (ortalama olarak %4) azaldigr bulundu. Bu sonu¢ Ty3
tipi frameshift olusumunun glukoz sinyali ile kontrol edildigini gostermektedir. Kontrol
gen flizyonu olarak kullanilan Cycl ekspresyonunun da beklendigi sekilde gliserol
laktat iceren ortamda glukoz baskilamasinin olmamasi nedeni ile 6nemli miktarda
arttigi fakat glukoz eklendiginde ise glukoz baskilamasi nedeni ile tekrar azaldigi
belirlendi (Cizelge 4. 2). Kontrol gen fiizyonu Cycl ile elde edilen bu sonug
aragtirmamizda kullanilan S. cerevisiae susunda uygulanan deneysel sartlarda glukoz

sinyal iletim yolunun igledigini gostermektedir.

Cizelge 4. 2. Haploid S. cerevisiae’da glukoz sinyalinin Ty3’de PRF oranina etkileri.

Gen Anlatimi Glukoz Gliserol laktat Gly/Lakt’dan
Glukoza

%FS 441+0.3 12+2 4+0.3

Cycl-lacZ 199 +5 11195 + 337 2221+ 74
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4. 3. Diploid S. cerevisiae’da Glukoz sinyalinin Ty3’de PRF Oranina Etkileri.

Haploid S. cerevisiae susunda glukoz sinyal iletim yolunun TY3’de PRF’e
etkileri belirlendikten sonra bu islem i¢in gen dozajinin énemi incelendi. Bunun i¢in
ayni islem diploid S. cerevisiae hiicrelerinde tekrarlandi. Fakat beklenmedik bir sekilde
Ty3’de PRF’in glukoz sinyal iletimi ile diploid S. cerevisiae susunda oldukga farkli bir
sekilde kontrol edildigi bulundu. Gliserol laktat igeren iireme ortaminda Ty3’de
frameshift oran1t %1 olarak gerceklesti (Cizelge 4.3). Gliserol laktat ortamina glukoz
ilave edildiginde ise frameshift oraninin yaklasik olarak standart, normal seviyelere
yiikselerek %3 olarak gergeklestigi bulundu (Cizelge 4.3). Bu sonuglar glukoz sinyaline
gore Ty’de frameshift’in kontroliinde gen dozajinin da 6nemli oldugunu gostermektedir.
Arastirmamizda kontrol gen flizyonu olarak kullanilan Cycl’in diploid S. cerevisiae
susunda da glukoz sinyali ile haploid susta oldugu gibi kontrol edildigi goriildii. Gliserol
laktat igeren ortamda aktive edilen Cycl ekspresyonunun iireme ortamina glukoz

eklenmesi ile tekrar baskilanarak 2.5-3 kat azaldig1 bulundu (Cizelge 4. 3).

Cizelge 4. 3. Diploid S. cerevisiae’da glukoz sinyalinin Ty3’de PRF oranina etkileri

Gen Glukoz Gliserol laktat Gly/Lakt’dan
Anlatimi Glukoza

%FS 4.03+04 1+0.25 3.1+0.2
Cycl-lacZ 171 £20 8272 + 1041 3034+ 79

4. 4. Elongasyon faktorii EF1o’nin Ty3’de PRF oranina Etkileri.

Elongasyon faktorii 1a.’nin Ribozomal frameshift’in kontroliinde islevi oldugu
ve EFla geninin kopya sayisinin translasyonel hatalarin diizeltilmesi i¢in Onemli
oldugu daha 6nce yapilan aragtirmalarda belirlenmistir (Song ve ark. 1989, Farabaugh
ve Vimaladithan 1998). Bu nedenle Ty3’de frameshift oranina EFla’nin etkisi

incelendi. EFla gerekli bir gen oldugundan bu genin delesyonu letaldir. Bu nedenle
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EFlo’nin glukoz sinyaline de bagl olarak Ty3’de frameshift oranina etkileri tek kopya
olarak EFla igeren heterozigot S. cerevisiae susunda incelendi. Elde edilen sonuglar
hem haploid ve hem de normal diploid S. cerevisiae suslari ile karsilastirildi (Cizelge 4.
4). Standart iireme kosullarinda Ty3’de frameshift oraninin EFla heterozigotu S.
cerevisiae susunda haploid ve diploid susa gore yaklasik % 40-50 oraninda azalarak %
2.4 olarak gerceklestigi belirlendi. Gliserol laktat igeren ilireme kosullarinda ise EFla
heterozigotu S. cerevisiae susunda frameshift oraninin diploid susa benzer sekilde
kontrol edildigi goriildii. Bu sonuglar glukoz sinyal iletimi ile Ty3’de frameshiftin
kontrol edilmesinde EFlo gen dozunun Onemli olmadigini gostermektedir.
Arastrmamizin  bu boéliimiinde kontrol gen fiizyonu olarak kullanilan Gpdl
ekspresyonunun da beklendigi sekilde glukoz varliginda baskilandigi, gliserol laktat

iceren ortamda ise aktive edildigi gortldii.

Cizelge 4. 4. Elongasyon faktorii EF1a’nin Ty3’de PRF oranina etkileri

Maya suslari %FS Gpd-lacZ
Glukoz Gliserol-Laktat Glukoz Gliserol-Laktat
Diploid 4.03 +0.4 1+0.5 1752+20 4113£59
Heterozigot 2.4 +0.5 1+0.3 1246 £119 42734185
(Aeflo/EF1a

4. 5. Protein Kinaz Snf1’in Ty3’de PRF oranina Etkileri.

Snfl kinaz diisiik glukoz sinyali ile aktive olan ve buna yanit olarak da hiicre
metabolizmasii kontrol eden bir sitoplazmik protein kinazdir. Arastirmalarimizda
Ty3’de frameshiftin diisiik glukoz ortaminda aktive edilmesinde Snfl’in herhangi bir
islevi olup olmadig1 da snfl mutant1 S. cerevisiae susu kullanilarak arastirildi. Snfl
mutantt S. cerevisiae hiicreleri gliserol laktat ortaminda canliliklarini korumakla birlikte
boliinemezler. Bu nedenle bu S. cerevisiae susunun transformantlari 6nce glukozda

tiretilip sonra gliserol laktat ortamina aktarilip gliserol laktatli ortamda 24 saat inkiibe
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edildi. Cizelge 4. 5°de de gorildiigi gibi snfl mutant1 S. cerevisiae hiicrelerinde Ty3’de
frameshift oraninin glukoz sinyalinden etkilenmedigi ve gliserol laktat iceren ortamda
frameshift oraninda herhangi bir artis veya azalma olmadig: belirlenmedi. Kontrol gen
fiizyonu Cycl ekspresyonu Snfl kinaza bagl olarak kontrol edildiginden snfl mutanti
hiicrelerde diisiik seviyede olup glukoz sinyalinden etkilenmemektedir. Bu sonuglar
diisiik glukoz igeren ortamda Ty3’de frameshift oraninin kontrolii i¢cin Snfl’in gerekli

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4. 5. Protein kinaz Snfl1’in Ty3’de PRF oranina etkileri.

Gen Anlatimi Glukoz Glukoz’dan
Gliserol/Laktat’a
%FS 371+ 0.6 42+0.5
Cycl-lacZ 123 £ 18 77+5

4. 6. Azot Sinyal Iletim Yolunun Ty3’de PRF oranina Etkileri.

S. cerevisiae’da azot sinyal iletim yolu da ¢ok sayida genin ekspresyonunu
kontrol etmektedir. Azot sinyal iletim yolunun Ty3’de frameshifte etki edip etmedigi de
test edildi. Ty3-FS, Ty3-FF ve Cycl gen fiizyonlar1 haploid S. cerevisiae susuna
transform edilerek transformantlar azot kaynagi olarak glutamin veya prolin iceren
ortamlarda iiretildi. Bu ortamlarda iiretilen S. cerevisiae transformantlarinda frameshift
orani belirlendiginde azot sinyal iletim yolunun Ty3’de frameshift oranina ¢ok 6nemli
bir etkisinin olmadig1 goriildi (Cizelge 4.6). Azot kaynagi olarak glutamin iceren
ortamda frameshift oran1 %5 olarak gerceklesirken, prolin igeren ortamda frameshiftin

biraz azalarak %3.5 olarak gerceklestigi bulundu.
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Cizelge 4. 6. Azot sinyal iletim yolunun Ty3’de PRF oranina etkileri

Gen Anlatimu Glutamin Prolin

%FS 54+0.6 35+0.3

Cycl-lacZ 1168 +3 1509 + 94
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5. TARTISMA

Programli Ribozomal Frameshift (PRF) Retroviriislerde ve c¢esitli hiicresel
genlerde translasyonun elongasyon asamasinda gerceklesen bir biyolojik reaksiyondur
(Farabaugh 1995, 1996). Ribozomal frameshift sonucu aynt mRNA’dan farkli oranlarda
cesitli proteinlerin sentezi gerceklesir. Programli Ribozomal frameshift klinik énemi
nedeni ile daha ¢ok insan patojeni olan Retroviriislerde analiz edilmistir (Jacks ve ark.
1988a, 1988b., Plant ve Dinman 2008). Retroviriislerde viral propagasyon icin gerekli
olan enzimlerin kodlandig1 pol polipeptidi frameshift sonucu olusur. Bu nedenle
Retroviriislerde Ribozomal frameshifti durduran ¢esitli bilesikler de arastirilmaktadir.
Bu amagla yapilan c¢aligmalarda bir ¢esit aminoglikozid antibiyotigi olan
“Guanidinoneomycin B’nin” HIV1’de frameshifte neden olan mRNA yapisina
baglanarak frameshifti durdurabildigi bulunmustur (Stable ve ark., 2008). S.
cerevisiae’da yapilan ¢alismalarda da bazi peptidil transferaz inhibitorlerinin frameshifti
durduran anti-retroviral maddeler olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (Dinman ve

ark. 1998).

S. cerevisiae genetik ve fizyolojik Ozellikleri nedeni ile son yillarda viral
arastirmalarda model organizma olarak kullanilmaya baslamistir. Cesitli viriisler S.
cerevisiae’da basarili bir sekilde {iretilerek viral replikasyon mekanizmalari, viral
proteinlerin hiicresel etkileri incelenmistir (Alves-Rodrigues ve ark. 2006, Galao ve ark.
2007). S. cerevisiae kendi genomunda da retroviriis benzeri genetik elementler igerir.
Bu elementler hiicre i¢inde iiremeleri sirasinda farkli kromozom bdlgelerine integre
olduklarindan baslangicta maya transpozonu olarak (Transpozon yeast, Ty)
adlandirilmistir (Cameron ve ark. 1979). Daha sonra yapilan arastirmalarda ise bu
elementlerin S. cerevisiae’da 5 farkli ¢esidinin bulundugu (Ty1-Ty5) ve Retroviriislerde
oldugu gibi RNA aracilig: ile ¢ogaldiklar1 bulunmustur (Boeke ve ark. 1985; Kim ve
ark. 1998). Fakat retroviriislerden farkli olarak Ty virlisleri envelop (zarf) proteini
igcermezler ve hiicreden hiicreye de gecemezler. Ty3 S. cerevisiae genomunda bulunan

ve genom organizasyonu agisindan insan retroviriislerine en ¢ok benzeyen bir viriistiir
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(Hansen ve ark. 1988). Ty3 viriisii yeni siniflandirma sistemine gére metaviriis olarak

tanimlanmaktadir (Capy 2005).

Ty3 virlistinde de diger Retroviriislerde oldugu gibi pol proteini gag-pol protein
fiizyonu ile ve +1 frameshift mekanizmasi ile sentezlenir. Ty3’de Ribozomal
frameshiftin molekiiler mekanizmas1 oldukg¢a iyi aydinlatilmistir (Farabaugh ve ark.
1993). Bu viriiste Ribozomal frameshift mRNA’da gag-pol kodlama bolgesi sinirinda
valyl-tRNA’nin  GUU kodonuna g¢erceve dist baglanmasi ile gerceklesmektedir
(Vimaladithan ve Farabaugh, 1994).

Programli Ribozomal Frameshiftin molekiiler mekanizmasi agiklanmasina
ragmen bu olayin degisen hiicresel sartlardan nasil etkilendigi heniiz incelenmemistir.
Bununla birlikte translasyonun devam asamasinda gerekli olan elongasyon
faktorlerindeki mutasyonlarin  ve mutasyon sonucu tRNA yapilarinda olusan
degisikliklerin frameshift hizina etki ettigi rapor edilmistir (Atkins ve Bjork 2009).
Elongasyon faktorii EFlo’da olusan mutasyonun 6zellikle Ty1’de olugan +1 frameshift
hizin1 degistirdigi rapor edilmistir (Farabaugh ve Vimaladithan 1998). Daha sonra
yapilan bagka bir arastirmada da Tyl tipi +1 farmeshiftin glukoz sinyal iletim yolu ile
kontrol edildigi bulunmustur (Tiirkel ve ark. 2009). Bu tez arastirmasinda ise glukoz ve

azot sinyal iletim yollarinin Ty3 tipi frameshifte etkileri incelenmistir.

Arastirmalarimizda elde edilen sonuglar Ty3 tipi +1 frameshiftin glukoz sinyal
iletim yolu ile kontrol edildigini gdstermektedir. Ureme ortaminda glukoz bulunmasi
durumunda ortalama olarak %4 olarak gerceklesen frameshiftin iireme ortaminda
gliserol laktat bulunmas1 durumunda haploid hiicrelerde 3-4 kat artis gosterdigi ve %12
olarak gergeklestigi gosterilmistir. Haploid hiicrelerden ¢ok farkli olarak diploid
hiicrelerde gliserol laktat iceren lireme ortaminda frameshiftin ¢ok azalarak %1 olarak
gerceklestigi bulunmustur. Bu sonug frameshiftin gen dozajina gore de kontrol edildigi
gosteren ilk sonugtur. S. cerevisiae’da genlerin yaklasik %30 unun glukoz sinyal iletim
yolu ile kontrol edildigi bilinmektedir (DeRisi ve ark. 1997, Wang ve ark. 2004). S.
cerevisiae’da diisiik glukoz sinyalini algilayan protein kinaz Snflp’dir (Smets ve ark.

2010). Snflp’nin diistik glukoz iceren iireme kosullarinda ¢ok sayida sitoplazmik ve
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niikleer faktore etki ederek hiicre metabolizmasinin yeniden programlanmasinda 6nemli
islevi oldugu bulunmustur (Usaite ve ark. 2009). Bu nedenle arastirmamizda Snflp’nin
Ty3’de frameshifte etkisi incelenmistir. Elde ettigimiz sonuglar diisiik glukoz sinyali ile
frameshift oranindaki artisin Snflp kinaza bagli oldugunu gostermektedir. Ciinkii snfl
geni delesyonlu haploid S. cerevisiae hiicrelerinde gliserol laktat iceren ortamda
frameshift oraninda herhangi bir degisiklik goriilmemistir. Bununla birlikte snfl/SNF1
tirli heterozigot S. cerevisiae hiicrelerinde ise frameshift hizinin haploid sus gibi degil
de diploid S. cerevisiae susu gibi kontrol edilmesi frameshift oraninin kontroliinde diger

genlerin de etkisi oldugunu gostermektedir.

Elongasyon faktorii la’nin (EF1a) Tyl tipi frameshift’in kontroliinde yer aldig1
daha Once rapor edilmistir (Farabaugh ve Vimaladithan 1998). Arastirmamizda
EFla’nin Ty3 tipi +1 frameshifte etkileri de incelendi. EFla S. cerevisiae igin gerekli
bir gen oldugundan delesyonu letaldir. Bu nedenle arastirmamizda heterozigot EFla
mutant1 (Aefla/EF1a) S. cerevisiae kullanilarak elde edilen sonuglar normal diploid S.
cerevisiae’dan (EF1o/EF1a) elde edilen sonuglar ile karsilagtirilmistir. Elde ettigimiz
sonuglar EFla gen dozunun normal sartlarda Ty3’de +1 frameshift icin gerekli
oldugunu gostermektedir. Diploid S. cerevisiae susu ile kiyaslandiginda EFla igin
heterozigot olan S. cerevisiae susunda normal sartlarda frameshift oraninda yaklasik
%50’lik bir azalma belirlenmistir. Fakat gliserol laktat ortaminda tiretilen S. cerevisiae
suslarinda heterozigot susta belirlenen frameshift oraninin normal diploid sus gibi
olusmas1 EFla’nin glukoz sinyal iletimi i¢in tek kopya olarak bulunmasinin yeterli

oldugunu gostermektedir.

Arastirmalarimizda azot sinyal iletim yolunun TY3’de frameshift oranina
etkileri de incelenmistir. S. cerevisiae’da tercih edilen azot kaynagi amonyum ve
glutamindir (ter Schure ve ark. 2000). Zayif azot kaynagi olarak kulanilan ve tercih
edilmeyen bilesikler ise prolin, iire, allantoin gibi azotlu bilesiklerdir. (Cooper 2002).
Azot sinyal iletim yolunda sitoplazmik sensor proteinler Ure2p ve Torlp’dir (Usaite ve
ark. 2006). S. cerevisiae’da genlerin %25’i de azot sinyal iletim yolu ile kontrol
edilmektedir (Usaite ve ark. 2006). Bu nedenle azot sinyal iletim yolunun da Ty3’de

frameshift oranina etkileri incelenmistir. Fakat arastirmalarimizda elde ettigimiz
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sonuglar Ty3’de frameshiftin azot sinyal iletim yolundan etkilenmedigini 6ne

surmektedir.

Translasyonun elongasyon asamasini gercgeklestiren elongasyon faktorlerinin
aktivitelerinin ¢esitli protein kinazlarca kontrol edildigi bilinmektedir. Ozellikle
Elongasyon faktorii 2 nin aktivitesinin insan doku kiiltiirii hiicrelerinde glukoz sinyali
ile kontrol edildigi bulunmustur (Yan ve ark. 2003). Glukoz sinyalinin gesitli protein
kinazlar aracilig ile Elongasyon faktorlerinin aktivitelerini kontrol etmesi ile Programli
Ribozomal Frameshift’in de kontrol edilebilen bir islem oldugu 6n goriilmektedir. Bu
baglamda oOzellikle S. cerevisiae’da Elongasyon faktorleri aktivitelerinin kontrol
mekanizmalarimin anlagilmas1 frameshiftin hiicresel sinyaller ile nasil kontrol
edildiginin agiklanabilmesi i¢in 6nem kazanmaktadir. Arastirmamizda elde edilen
sonuglar TY3’de frameshiftin glukoz sinyali ile kontrol edilen bir islem oldugunu

gostermektedir.
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7. EKLER

Ek 1: Arastirmada Kullanilan Besi Yerleri ve Cozeltilerin Hazirlanmasa.

1: YPD (Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz)

10 gram yeast ekstrakt, 20 gram pepton toplam hacim 1 litre olacak sekilde
distile suda ¢oziildii. 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.

YPD petrileri i¢in YPD s1v1 besiyerine 20 gram/litre olacak sekilde agar eklendi
ve 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.

Ureme ortamina karbon kaynagi olarak glukoz ilave edildi, %20’lik stok ¢ozelti
olarak hazirlanarak 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. Kullanimdan hemen

once lireme ortamina son konsantrasyon %2 olacak sekilde ilave edildi.

2: Sentetik tam —Ura Ureme Ortam (SC-ura)

6.7 gram YNB 1 litre distile suda ¢oziildi. 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril
edildi. YNB kati besiyerini hazirlamak ic¢in, 20 gram/litre olacak sekilde
sterilizasyondan once agar ilave edildi. Aminoasit kaynagi olarak urasil igermeyen
aminoasit karigimi (Sigma Y-1501) 1.92 gram/litre olacak sekilde hazirlanip filtre ile
steril edildi YNB ortamina eklendi.

3: LB (Luria-Bertani Broth)

10 gram tripton, 5 gram yeast ekstrakt, 10 gram NaCl toplam hacim 1 litre
olacak sekilde distile suda ¢oziildii. 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.

LB-Ampisilin iireme ortamim1 hazirlamak i¢in, filtre ile sterilize edilmis
ampisilin 100 mg/litre olacak sekilde bakteri transformantlari ekim yapilmadan 6nce
taze olarak iireme ortamina eklendi.

LB petrilerini hazirlamak i¢in LB sivi besiyerine sterilizasyondan once 15
gram/litre agar eklendi ve 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. Sterilizasyondan
sonra besiyeri sicakligi 45-50 °C’ye diisiince filtre ile sterilize edilmis Ampisilin

100mg/litre olacak sekilde iireme ortamina eklendi.
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4: Lityum Asetat-TE
3,5 ml 250 mM Lityum asetat; 10 mM Tris pH:8.0, 1 mM EDTA pH:8.0 ile

¢Oziilerek hazirlandi.

5: YNB

1,7 g/l Yeast Nitrogen Base

5 g/1 (NH4)2SO4

%?2 Dekstroz
YNB kat1 besiyeri hazirlamak i¢in ortama son konsantrasyonu %2 olacak sekilde agar
agar ilave edildi.

6:Breaking Buffer
100 mM tris HC1 pH:8.0
1 mM DL-Dithiothreitol
%20 (V/V) Gliserol
4mM Fenil Metil Siilfonil Fulorid

7: Z-Buffer
60mM Na:HPO4.7H20
40 ml NaH2PO4.H20
10mM KCl
ImM MgS04.7H20
50mM 2-Merkapto Ethanol

8:a) Lowry A
% 2’lik Na2CO3 (0.1 N NaOH © da ¢6ziinmiis)
b) Lowry B
% 0.5 ‘lik CuSOs4 (% 1’ lik NaK-tartarat’ da ¢oziinmiis)



42

Ek 2: B- Galaktosidaz Aktivitesinin Hesaplanmasi.

B-Gal Unitesi: [ODa20 % 1.7] / [0.0045%Protein Konsantrasyonu x reaksiyondaki lizat
hacmi X zaman]

ODu420: sar1 rengin absorbansi

1.7: sar1 rengin bulundugu tiipiin hacmi: 980 pul Z buffer
20 pl lizat
200 pl ONPG
500 pl NaCOs

0.0045— ONPG’nin molar absorbsiyon katsayisi

Protein konsantrasyonu: mg/ml

Lizat hacmi: Degisken (ml)

Zaman— Sar1 rengin olustugu zaman (dak)

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

verilmigtir.
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