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CYC1 GENI TRANSKRIPSIYONUNA ETKI EDEN APOPTOTIK FAKTORLERIN
ARASTIRILMASI

Canan KESKIiN

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1

Damsman: Prof. Dr. Sezai TURKEL

S. cerevisiae CYC1 geni sitokrom-c, isoform 1 proteinini kodlamaktadir. CYCL1 geni
insandaki sitokrom C1 geni ile yliksek oranda benzerlik gostermektedir. CYC1 aym
zamanda iso-1-cytochrome c¢ olarak da bilinmektedir, mitokondride membranlar arasi
boslukta bulunur ve mitokondriyel elektron tasima zincirinin 6nemli bir bilesenidir.
Insan hiicrelerinde sitokrom C1 proteinin mitokondriyel hasarlara yanit olarak
apoptozda yer aldig1 bilinmektedir. Insan CYC1 geninin komplementasyon ile S.
cerevisiae'da islevsel oldugu gosterilmistir. Bazi stres sartlarina yanit olarak apoptozun
mayalarda da meydana geldigi daha 6nce hem hiicresel ve hem de molekiiler seviyede
gosterilmistir. S. cerevisiae Cycl proteininin bu maya tiiriinde apoptoz siiresicindeki
islevleri kesin olarak ortaya konulamamistir. Bu arastirmada S. cerevisiae’da apoptoza
neden olan bazi stres kosullarinin CYC1 geni transkripsiyonuna ve S. cerevisiae hiicre
morfolojilerine olan etkileri incelendi. CYC1 geni glukoz baskilamasi ile kontrol
edildiginden CYC1 geni ekspresyonu hem repres ve hem de derepres sartlarda incelendi.
Oksidatif stresin CYC1 transkripsiyonunu yaklasik % 25 kadar baskiladigi bulundu. S.
cerevisiae’da apoptozu uyaran en Onemli madde olan Salisilik asitin ise CYC1
transkripsiyonunu tamamen durdurdugu goriildi. Nitrosatif stresin ise CYC1
transkripsiyonunda baskilamaya yol a¢tig1 belirlendi. Salisilik asitin genel olarak hiicre
morfolojilerinde degisime yol agtig1 tayin edildi. Apoptoz uyarici maddelerin iireme
ortamina uygulanmasi ile S. cerevisia hiicrelerinde pargalanma basta olmak {izere, hiicre
morfolojisinde degisimler, hiicre dongiisiiniin durmas1 gibi anormallikler belirlendi.

Anahtar Kelimeler: S. cerevisiae, Sitokrom C, Apoptoz, Asit stresi, Oksidatif stres.
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF APOTOTIC FACTORS ON THE
TRANSKRIPTION OF CYC1 GENE

Canan KESKIiN

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

Supervisor: Prof. Dr. Sezai TURKEL

CYC1 gene of S. cerevisiae encodes cytochrome-c, isoform-1 protein. CYCL1 gene
shows very high homology to human cytochrome C1 gene. CYC1 also known as iso-1-
cytochrome c. Cycl protein is located at the intermembranal space of mitochondria and
has a significant function in the electron transport chain. Human Cyt-C1 protein has a
significant function in apoptosis that occurs in response to mitochondrial damages. It is
known that human CYC1 gene complements CYC1 function in S. cerevisiae. Apoptosis
also occurs in yeasts in response to various stress conditions. Molecular components of
apoptosis signaling pathway has been characterized in S. cerevisiea. Nonetheless, the
molecular functions of Cycl protein in yeast apoptosis has not been characterized in
details yet. In this study, the effects of certain stress inducing agents on the transcription
of CYC1 and cell morphology were investigated. Since the transcription of CYC1 is
regulated by glucose repression, its transcriptional regulation was analyzed both in
glucose repressed and derepressed growth conditions. It was found that the both
nitrosative and also oxidative stress repressed CYC1 transcript by 25% under glucose
derepressed conditions. Salicylic acid, which triggres apoptosis in yeast, completely
inhibited CYC1 transcription. In addition, our results indicated that presence of
apoptosis inducing chemicals, such as salicylic acid, in the growth medium resulted in
significant changes in cell morphology and cell cycle arrest.

Keywords: S. cerevisiae, Cytochrome C, Apotosis, Acid stress, Oxidative stress
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1. GIRIS

Apoptoz organizmalarin gelisimi ve saglikli olarak hayatlarinin devami i¢in gerekli olan
bir hiicresel siirectir. Programli hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptoz’un dogru sekilde
islememesi sonucunda kanser ve norodejeneratif hastaliklar meydana gelebilmektedir.
Bu nedenle apotozun kontrol edilmesi ve sadece belirli sinyallere yanit olarak ve gerekli
oldugu zaman organizmalarda meydane gelmesi gerekir. Mitokondride oksidatif
hasarlarin yol acacagi harabiyet, endoplazmik retikulumda protein katlanmasi ve
sekresyonunda anormallik, ¢esitli viriisler ile enfeksiyon gibi faktorlerin apoptoza neden
oldugu uzun yillardir bilinmektedir. Apotozun baslangic asamasinda apoptoz
sinyallerine yanit olarak ilk aktive edilen faktorler kaspaz olarak adlandirilan 6zel bir
proteaz grubudur. Daha sonra hiicre i¢cinde genomik DNA’da fragmentasyon ve organel
yapilarmin kiiciik kesecikler halinde paketlenmesi apoptotik keselerin olusumu ve daha
sonra da bu apoptotik keselerin fagositoz ile yok edilmesi ile apotoz islemi
tamamlanmaktadir. Hiicreyi apoptoza gétiiren sinyal iletim yolu molekiiler bilesenleri
ve apoptozun farkli asamalarinda hiicrede meydana gelen morfolojik, metabolik ve
biyokimyasal degisiklikler genellikle insan hiicre hatlarinda calisilmaktadir. Farkli
hiicre hatlarinda apoptoz sinyal iletim yolu ve apoptoz siirecinde meydana gelen olaylar
ile 1lgili yapilan arastirmalarin bazilarinda farkli sonuclar elde edildigi de
goriilmektedir. Bu nedenle apoptozun daha basit yapili Okaryotlarda incelenmesi
gerekliligi de ortaya ¢ikmaktadir. Bu baglamda Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans ve S. cerevisiae’da yapilan aragtirmalarda apoptozun bir¢ok

asamasinin bu organizmalarda da korundugu ortaya ¢ikmustir.

S. cerevisiae hem temel ve molekiiler genetik ve hem de tibbi arastirmalar igin
kullanilmasi gittikge yayginlagan 6nemli bir okaryotik model organizmadir (Botstein ve
Fink 2011). S. cerevisiae hiicrelerinin haploid ve diploid olarak ¢ogalabilmeleri genler
arasinda allelik etkilesimlerin analizini olduk¢a kolaylastirmaktadir. Uretilmesinde ve
gen aktariminda sagladigi avantajlar, kisa hayat dongiisii de S. cerevisiae’nin bazi
aragtirmalar i¢in model organizma olarak kullanimini kolaylastirmigtir. Apoptoz’un S.
cerevisiae’da da meydana geldigi kesf edildikten sonra apoptoz sinyal iletim yolagi
bilesenleri de S. cerevisiae’da incelenmeye baslanmistir (Maedo ve ark. 1997). Bu

calismalarin sonucu olarak S. cerevisiae’da metakaspaz olarak tanimlanan YCAL geni ve



ve bu genin S. cerevisiae’da apoptoz siirecindeki islevleri de incelenmistir (Madeo ve
ark. 2002). Apoptozda yer alan bazi kaspazlarin homologlar1 da S. cerevisiae’da

tanimlanmustir.

Mitokondriyel hasarlar apoptoz siirecini baslatabilen énemli etkilerden sadece birisidir.
Mitokondride hasarlarin meydana gelmesi ile ayni zamanda mitokondriyel eletron
tasima zincirinin de bir bileseni olan sitokrom C (Cyt-C) serbest kalarak apoptoz
stirecinin baglamasini saglayan énemli faktorlerdendir. Sitokrom C, S. cerevisiae’da da
bulunan ve islevsel olarak korunmus &nemli bir elektron tasiyict proteindir. Insan
sitokrom C homologu S. cerevisiae’da sitokrom-C, isoform 1 (CYC1) olarak
adlandirilmistir ve molekiiler yapisi ve hiicresel islevleri ¢ok iyi bilinmektedir. Sitokrom
C’nin insan ve diger Okaryotlarda apoptoz sinyal iletim yolagindaki islevi iyi
tanimlanmis olmakla birlikte S. cerevisiae’da CYCL1’in apoptoz siirecindeki islevi halen
tartisgmalidir. Bazi arastirmalar S. cerevisiae’da mitokondriyel hasarlara yanit olarak
CYC1’den bagimsiz bir apoptoz yolaginin varhigmi da isaret etmektedir. Bu nedenle bu
tez arasgtirmasinda apoptoz indiikleyen bazi kimyasal ajanlarin CYC1l geni
transkripsiyonuna ve hiicre morfolojine etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglar
CYC1 transkripsiyonunun apoptoz uyarict maddeler ile baskilandigini gostermektedir.
Ozellikle salisilik asit uygulamasinin doza bagl olarak CYCL1 transkripsiyonunu
tamamen durdurabildigi tayin edilmistir. Arastirmamizda kullanilan apoptoz uyarici
kimyasallarin ayni zamanda S. cerevisiae hiicrelerinde lizis’e, hiicre boliinmesinin

durmasina ve hiicresel yapilarda anormallikler yol ac¢tig1 da goriilmiistiir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. CYC1 Geninin Yapisal Ozellikleri

S. cerevisiae uzun yillardir genetik arastirmalarinda 6karyotik model organizma olarak
kullanilmaktadir. Genomu ilk sekanslanan okaryot’tur (Goffeau ve ark. 1996). Haploid
ve diploid olarak bulunabilmesi, klonlama vektorlerinin gesitliligi, lireme siiresinin kisa
olmasi, ireme ortaminin basit olmasi ve kolay hazirlanabilmesi, mutant seleksiyonunun
kolay olmasi gibi birgok teknik istiinliigii dolayisyla S. cerevisiae hem biyokimyasal ve
hem de gen regulasyonu gibi arastirma alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Mager ve Winderickx 2005, Botstein ve Fink 2011). S. cerevisiae genomu yapisi,
genlerinin ekspresyonu ve kontrol mekanizmalar1 ve gen ekspresyonu ile ilgili literatiir
bilgileri de Saccharomyces Genome Database (SGD) adl1 veri bankasinda siirekli olarak
giincellenerek verilmektedir. SGD diger organizmalarin genom bilgileri igin de iyi bir
ornek teskil eden ve alaninda ilk olan web bazli 6nemli bir bilgi kaynagidir (Cherry ve
ark. 2012).

CYC1 geni S. cerevisiae’da ve ayni1 zamanda Okaryotik organizmalarda ilk tanimlanan
gendir (Sherman ve ark.1965). CYC1 geni mutantlari tek karbon kaynagi olarak laktat
iceren ortamda iiremeyen veya yaban tip susa gore diisiik sicaklikta normal seviyenin
ancak %5’1 kadar iireyebilen S. cerevisiae suslarinda incelenmistir. Cycl proteininin
(Cyclp) molekiil agirligiin kiigiik olmas1 ve S. cerevisiae’dan kolay saflastirilmasi da
Cyclp fonksiyonunun spektrofotometrede biyokimyasal analizini saglamistir. CYC1
mutantlar1 ve bu mutantlardan kodlanan Cyclp’lerin biyokimyasal 06zelliklerinin
aciklanmasi ile CYC1 geni yapisi ve ekspresyonunun kontrol mekanismalari kisa siirede

aciklanmistir (Sherman 2005).

S. cerevisiae’da CYCL1 geni S. cerevisiae kromozomlarindan 10. kromozomda (S.
cerevisiae’da J kromozomu olarak adlandirilir) yer alir. Bu kromozomdaki
koordinatlari: 526335’den 526664 niikleotidleri araliginda bulunmaktadir. CYC1 geni
kodlama boélgesi uzunlugu 330 bg olup bu gende intron bulunmamaktadir. CYC1’in S.



cerevisiae’da kabul edilen sistematik adi: YJR048w’dir. S. cerevisiae’daki gen kodu ise
(SGD ID): S000003809°dur (Anonim, 2017a).

CYC1 geni promotor yapisi da daha dnce yapilan ¢alismalar ile aydmlatilmistir. CYC1
geni transkripsiyonunun glukoz baskilamasi, oksijen (aerobik sartlar) ve heme
kompleksine (demir iyonlarina) bagli olarak diizenlendigi gosterilmistir. CYC1 geni
Promotor bolgesindeki transkripsiyonel kontrol elementlerini/sekanslarini tayin etmek
i¢in yapilan delesyon analizi sonucu iki farkli kontrol bolgesi belirlenmistir. Bu bolgeler
UAS1 (Upstream Activation Sequence-1) ve UAS2 olarak adlandirilmigtir (Guarente ve
ark., 1984). UAS?2 transkripsiyonun bagladigi niikleotide gore adlandirildiginda -200 ve
-230 bg¢ arasindaki sekans olup bu UAS2 bdlgesine transkripsiyon fakdrleri
Hap2p/Hap3p kompleksinin baglandig: tespit edilmistir (Forsburg ve Guarente, 1988).
Transkripsiyon faktorleri olan Hap2p ve Hap3p (Heme Activated proteins) CYC1
transkripsiyonunu heme ve oksijen varliginda aktive eden faktorlerdir. CYC1
transkripsiyonunun glukoz baskilamasinin ise dolayli olarak meydana geldigi, represor
protein Miglp’nin glukoz varliginda CYC1 aktivatorii HAP4’i baskiladigi ve bunun
sonucu olarak da CYC1 geni transkripsiyonunun baskilandigi gosterilmistir. CYC1 geni
transkripsiyonunun glukoz baskilmasindan c¢ikabilmesi (derepres olabilmesi igin)

protein kinaz Snflp’nin gerekli oldugu da bulunmustur (Wright and Poyton, 1990).

2.2. CYC1 Proteininin Yapis1 ve Metabolik Onemi

CYC1 ayrica Cytochrome C, isoform 1; veya iso-1-cytochrome c; olarak da
adlandirilmaktadir. S. cerevisiae Cycl proteini hem yapisal ve hem de islevsel olarak
insan sitokrom C proteinine biiyiik benzerlik gosterir. CYC1 proteini (Cyclp) kiigiik bir
proteindir ve 109 aminoasit uzunlugundadir. Molekiil agirligi 12.19 kDa olup
izoelektrik noktasi 9.96’dir (Anonim, 2017a). Protein yarilanma siiresi 6.6 saat olarak
belirlenmistir (Cristiano ve ark. 2014). Cyclp mitokondride membranlar arasi boslukta
bulunur. Bu bolgede o&zellikle krista olarak tanimlanan yapilara yogun olarak
yerlesmistir. S. cerevisiae’da Cyclp’nin bir mayada 7330 adet bulundugu rapor
edilmistir (Ghaemmaghami ve ark. 2003). Cyclp’nin en 6nemli biyolojik islevi elektron

tasima zincirinde kompleks 3 ve kompleks 4 arasinda elektron transferi yapmasidir. Bu



nedenle mitokondri membranina bagli olmayip krista i¢inde membranlar arasi boslukta

harekelidir.

Cyclp’nin asil 6nemi 6karyotlarda apotozun hiicre i¢inde baslatilmasi i¢in gerekli olan
ve kazpazlari aktive eden bir faktor oldugu kesfedildikten sonra ortaya ¢cikmistir. Cyclp
apoptoz sinyali alindiginda apoptoz uyarici faktor araciligi ile prokazpaz molekiillerinin
aktivasyonunu saglar ve sonugta apoptoz meydana gelir. Cyclp’nin bu fonksiyonu bu

tezde bolim 2.4’de verilmistir.

2.3. Apoptozun Genel Ozellikleri

Apoptoz organizmalarda doku, organ gelisimi ve gelisim siirecinde organizmanin
saglikli olarak gelisimini tamamlamasi i¢in gerekli bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir.
Apoptoz veya diger adi ile programli hiicre oliimii (programmed cell death, PCD)
hiicrelerin herhangi bir hiicresel atik birakmadan ve organizma icin de iltihap
olusturmadan belirli bir program dahilinde kendilerini yok etmeleridir (Kerr ve ark.
1972). Apoptozun organizma gelisimindeki Onemi agiklandiktan sonra apoptuzu
baslatan sinyal yolaklar1 ve bu sinyal yolaklarinin molekiiler bilesenleri konusunda ¢ok
yogun arastirmalar gerceklestirilmistir. Apoptoz 6zellikle kanser biyolojisindeki 6nemi
aciklandiktan sonra hiicre molekiiler biyolojisinde Onemli arastirma alanlarindan
olmustur (Pollard ve Earnshaw 2008). Apoptozun ilk tanimlandig: giinden beri gelisimi
cizelge 2.1°de verilmektedir (Nunez ve ark. 1998, Hongmei 2012). Apoptoz sinyal

yolaginin genetik bilesenleri ilk kez birgesit nematod olan C. elegans’da agiklanmuistir.

C. elegans’da apoptoz i¢in gerekli olan ilk sistein proteazlar olarak kesfedilen CED3 ve
CED4 (Cell Death Abnormal) genlerinin kodladigi enzimleri sonradan Caspase
(Caspase: Cysteine-dependent aspartate specific protease).olarak adlandirilmistir (Ellis
ve Horwitz 1986, Nunez ve ark. 1998). C. elegans’in embriyonik gelisim siirecinde
birgok hiicrenin programli bir sekilde, hiicre atig1 birakmadan yok oldugu ve gelisimin

tamamlanmasi i¢in bu islemin gerekli oldugu Ellis ve Horvitz (1986) rapor edilmistir.



Cizelge 2.1. Apoptoz arastirmalarinda tarihsel siireg.

Yil Bilim Insanlar Apoptoz Arastirmast

1842 Carl Vogt Apoptozun ilk kez tanimlanmasi

1885 Walter Flemming Apoptozun programli hiicre dejenerasyonu ve
pargalanmasi oldugunun tanimlanmasi

1965 John Foxton, Ross Kerr Apoptozun hiicresel Gzelliklerinin  elektron
mikroskobunda tanimlanmasi

1972 John Foxton, Ross Kerr Apoptoz teriminin bu bilim insanlarinca ilk kez
kullanilmasi

1997 Frank Madeo Apoptozun S. cerevisiae’da ilk kez tanimlanmasi

2002 Sydney Brenner, H. Robert | Doku/organ gelisiminin genetik kontrolu ve

Horvitz ve John E. Sulston apoptozun bu siireglerdeki ©nemi alanindaki

arastirmalar1 dolayisiyla Nobel Tip ve Fizyoloji
odiili verilmesi

CED3 ve CED4 genlerindeki mutasyon sonucu apoptozun meydana gelememesi ise C.

elegans’da gelisimin tamamlanamasi ve anormal gelisim siirecine yol agmaktadir. Bu

nedenle, bu ilk sonuclara bagl olarak kaspazlarmn biitiin ¢ok hiicreli canlilarda olmasi

gerektigi One siiriilmiistiir. Daha sonra yapilan ¢alismalar ile ozellikle genom

arastirmalariin yayginlasmasi ile kazpazlarin biitiin ¢ok hiicreli canlilarda bulundugu

homoloji arastirmalari ile ortaya konulmus ve herbir kaspazin da apoptoz siirecindeki

islevi belirlenmistir. Kazpazlar apoptozdaki islevlerine gore 3 alt gruba ayrilmistir (Fan
ve ark. 2005). Bunlar;

I- Baslatici (initiator) kaspazlar: Kaspaz 2, 8, 9, 10.

I1- Gergeklestirici (executioner) kaspazlar: Kaspaz 3, 6, 7

[11- inflamasyon iletici (Inflamatory) kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11-15.

Apoptoz hem hiicre i¢i ve hemde hiicre dis1 sinyallere yanit olarak baglayabilen

programli bir siirectir. Apoptoz kaspazlarin ardisik sekilde aktivasyonu ile gergeklesir.

Bu isleme kaspaz kaskad1 (kaspase cascade) denir (Sekil 2.1). Baslatic1 kaspazlar hiicre

i¢i apotoz sinyalini ilgili reseptorden alarak apoptuz gergeklestiren ve inaktif durumda




bulunan kaspaz 3, 6 veya 7 aktive eden kaspazlardir. Aktive olan gergeklestirici
kaspazlar ise apoptozda hiicre i¢i organellerin yikimi, DNA fragmentasyonu ve sonunda
apoptotik cisimlerin olusumuna kadar giden siireci baslatirlar. inflamatuvar kaspazlar
ise hiicre i¢i sinyallere bagli olarak (6rnek. E.R stresi, oksidatif stres gibi) stres
kosullarina bagli olarak aktiflesip gerceklestirici kaspazlari aktive ederek apoptozu
baslatirlar.
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Sekil 2.1. Kazpaz kaskadi ve etkilesimleri (Mcllwain ve ark. 2013)
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Sekil 2.2. Kazpaz iliskili apoptoz sinyal yolagi ve molekiiler bilesenleri (Hongmei
2012)

Hiicre dist veya hiicre i¢inde olusan apotoz sinyallerinin ¢ogunlukla hedefi
mitokondridir (Sekil 2.2). Bir¢cok apoptoz sinyal yolagi mitokondri membraninda
permeabilite artis1 ve mitokondri membranlar arasi boslukta bulunan sitokrom C’nin
sitoplazmaya gecisi ile baglar. Hiicre i¢i apotoz sinyalleri Bcl2/Bax etkilesimini bozarak
proapoptotik faktor Bax’in mitokondri dig zarindan ge¢gmesine neden olur. Bax faktorii
mitokondri membran permeabilitesini bozar ve mitokondri membranlar ararasi
bosluktaki sitokrom C’nin mitokondri disina ¢ikisina neden olur. Sitokrom C inaktif
Apafile etkileserek Apaf’1 aktive eder, bu da 6nce kaspaz 9’u ve kaspas 9°da kaspaz 3’1
aktive ederek apoptoz siirecini geri doniisiimsiiz olarak baslamasina yol agar. Ozellikle

memelilerde sitokrom C apoptoz siirecinde merkezi isleve sahiptir (Sekil 2.2).



2.4.S. cerevisiae’da Apoptoz Calismalar:

Apoptoz Okaryotlarda hiicresel ve genetik olarak tanimlandiginda daha ¢ok doku ve
organlarin gelisimi igin gerekli bir biyolojik siire¢ olarak goriilmiistiir. S. cerevisiae’nin
tek hiicreli olmas1 ve doku organ farklilagmasi gostermeyen bir organizma olmasi
dolayisiyla S. cerevisiae’da apoptoz calismalari ancak hiicre dongiisii mutantlarinin
analizi sirasinda Once fenotipik olarak tanimlanmistir (Madea ve ark. 1997). S.
cerevisiae CDC48 geni ¢ok fonksiyonlu bir enzim kodlamaktadir. Cdc48p hiicre igi
vezikiil transportu, ubiquitin bagimli protein degredasyonu, telomeraz alt birimi
proteinlerin kontrolii, mitozda ig ipliklerinin olusumu ve kromozomlardan ayrigsmast,
otofaji gibi ¢esitli hiicresel islemlerde gorev alir ve delesyonu letaldir (Stolz ve ark.
2011). Insan hiicrelerinde apoptozda yer alan Bax proteininin S. pombe’de ekspres
edilmesinin bu maya tiirlinde hiicre boliinmesinde 6nemli inhibisyon ve morfolojik
anomalilere yol actig1, anti-apototik protein olan Bcl2’nin ayni maya hiicrelerinde Bax2
ile birlikte ekspres edilmesinin ise hiicre morfolojisini normallestirdigi bulunmustur. S.
pombe’de Bax fazla sentezinin bu maya hiicrelerinde apoptoz benzeri mekanizma ile
hiicre Oliimiine yol actigi rapor edilmesi ile apoptozun maya hiicrelerinde de

olabilecegini gosterilmistir (Jiirgensmeier ve ark. 1997).

Jirgensmeir ve arkadaslarinin 1997°de yukarida Ozetlenen c¢aligmalarina ek olarak
Madea ve arkadaslarinin (1997) S. cerevisiae’da apoptozun sinyal iletim yolu
bilesenlerini tayin etmek i¢in baslattigi ¢alismalar ile ilk 6nce cdc48 mutantlarinda
duragan fazda besin aglig1 dolayisiyla apoptozda goriilen fenotipik 6zellikler olustugu
rapor edilmistir (Madea ve ark. 1997). Bu c¢alismada cdc48 mutantlarinda aglik
dolayisyla apoptotik cisimcikler olustugu, DNA fragmentasyonu oldugu elektron
mikroskobu ¢alismasi ile tayin edilmistir. S. cerevisiae’da apotoz sinyal yolaginda
kazpazlarin olup olmadig ile ilgili calismada ise kazpaz benzeri protein kodlayan gen
olarak YCAL (Yeast CAspase 1) geni dnce biyoinformatik olarak maya genom analizi
ile tayin edilmistir (Madeo ve ark., 2002). Daha sonra YCAL geni delesyonlu maya
susunun ¢esitli streslere ve agliga maruz birakilmasi ile bu genin apoptoz icin gerekli

oldugu deneysel olarak da gosterilmistir (Madeo ve ark. 2002).



YCAL geni islevsel olarak apoptozda yer alan kaspaz enzimlerine benzeyen bir proteaz
kodlamakla birlikte substrat 6zgiilliigii memelilerde belirlenen kazpazlardan farklilik
gostermektedir. Bu nedenle YCAL giiniimiizde MCA1l (Metacaspase-1) olarak
adlandirilmigtir.  Kazpazlar sistein spesifik proteazlardir. Bu enzimlerin Kkatalitik
aktiviteleri yapilarinda bulunan sistein yan zincirine bagli olup hedef substrat proteinleri
Ozellikle aspastik asit biriminden kesmektedirler. YCA1/MCAL de apoptozda yer alan
kaspaz benzeri enzim olmakla birlikte hedef proteinleri daha ¢ok arjinin ve lizin
birimlerinin oldugu bdlgelerden kesmektedir. Bu nedenle metakaspaz olarak
adlandirilmistir (Wilkinson ve Ramsdale 2011, Mazzoni ve Falcone 2008). Apoptozda
yer alan faktorler ve kaspaz benzeri aktiviteleri olan diger proteinler de S. cerevisiae’da
belirlenmis olup bu proteinlerin kodlandigi genler de klonlanmustir, bu genlerin ve
proteinlerinin yapilari da ayrintili olarak agiklanmistir. Bu faktorler Cizelge 2.2°de
Ozetlenmistir (Strich 2015).

S. cerevisiae’da apoptozu tetiklemek igin gerekli ¢evresel ve hiicre igi sinyaller de
incelenmistir. S. cerevisiae hiicrelerinin uzun siireli a¢liga birakilmasi (duragan fazda 10
giin gibi), diisiik pH iceren lireme ortamina maruz birakma (asetik asit gibi), bazi bitki
toksinleri ve antifungal peptidlere maruz birakma (kitinaz gibi), hiicre i¢i aktin
fonksiyonlarinda bozulma, ozmotik stres uygulanmasi (yliksek konsantrasyonlarda
NaCl’ye maruz birakma), uzun siireli alfa faktdre uzun siire maruz birakma, vd gibi
stres sartlarmin S. cerevisiae’da apoptozu uyaran faktorler oldugu rapor edilmistir

(Strich 2015).

Aspirinin (asetil salisilik asit) 6zellikle mitokondriyel permeabiliteyi arttirarak apotoza
neden oldugu bulunmustur (Sapienza ve ark. 2008). Aspirinin mitokondriyel membran
potansiyelini diisiirerek once dis membran permeabilitesini arttirdigi ve bunun sonucu
olarak da membranlar arasinda bulunan sitokrom C’nin mitokondri’den sitapolazmaya
gecisini aktive ettigi bulunmustur (Sapienza ve ark. 2008). Bu nedenle 6zellikle aspirine
yanit olarak gelisen apoptozda Cyclp’nin islevi ortaya konulmustur. Bu nedenle

arastirmamizda da salisilik asit apoptoz uyarici molekiil olarak 6zellikle secilmistir.
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Cizelge 2.2. S. cerevisiae’da apoptozda yer alan bazi faktorler ve islevleri.

Faktor adi Molekiiler islevi

Ycapl/Mcalp Apoptozda yer alan proteaz, metakazpaz.

Nmalllp Kaspaz-3’e benzerlik gosterir, niikleusda bulunan serin proteaz, Birl
proteinini hidroliz eden proteaz.

Birlp Apoptoz  inhibitoriidiir, memelilerde bulunan IAP  homologu,
Nmallp’nin substratidir.

Aiflp/Ndilp Mitokondriyel niikleazlar olup mitokondri permeabilitesi bozuldugunda
niikleusa gecerek kromatin parcalanmasina yer alirlar.

Esplp Kaspaz-1 benzeri proteaz, Memelilerde apoptotik faktor separin
homologudur.

Nuclp Mitokondriyel niikleazlar olup mitokondri permeabilitesi bozuldugunda
niikleusa gecerek kromatin parcalanmasina yer alir, memelilerdeki
EndoG niikleazin homologudur.

Kex1p Katapsin-A serin karboksipeptidaz, kaspaz benzeri proteaz.

Ssn3p Strese yanit olarak mitokondriye geger, mitokondriyel permeabilitenin
kontrolii ve mitokondri parcalanmasi i¢in gereklidir, memelilerdeki
Cyclin C homologudur.

Ybh3p Strese yanit olarak mitokondri membranindan geger ve membran
permeabilitesi arttirir, memelilerdeki Bax ortologudur.

Cyclp Maya apotozu i¢in uyarict oldugu one siiriilmektedir. Memelilerdeki
Sitokrom-C homologudur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirmada Kullamilan Maya Suslari ve Ureme Kosullar

Bu tez caligmasinda genomu daha oOnceden sekanslanmis olan ve laboratuvar
arastirmalarinda standart haploid S. cerevisiae susu olarak yaygin olarak kullanilmakta
olan S. cerevisiae BY4741 susu ve bu sustan elde edilen S. cerevisiae Asnfl mutant susu
kullanildi. Bu maya suslar1 EUROSCARF koleksiyonundan saglandi. Bu S. cerevisiae
suslarinin genotipleri, stok merkezi kodlar1 ve laboratuvarimizda uygulanan stok maya
kod numaralart Cizelge 3.1°de verildi. Genomlar1 tamamen sekanslanmig olan bu maya
suslarinda ¢izelgede verilen delesyonlar disinda mutasyon bulunmadigi bilinmektedir
(Brachmann ve ark. 1998). Bu maya suslarinda arastirmamizin konusu olan CYC1 geni

transkripsiyonuna etki eden herhangi bir mutasyon da rapor edilmemistir.

S. cerevisiae suslart EUROSCAREF’dan (Frankfurt, Almanya) YPD tiiplerinde saglandi.
Maya oOrnekleri aseptik sartlarda tekrar iiremeleri i¢in YPD petrilerinde ¢izgi ekimi
yapilarak laboratuvarimizda 30 °C’de 48 saat lretildi. Petrilerde taze olarak iiretilen
maya suslarindan steril kiirdan ile alinan 6rnekler 1 ml steril %20’lik gliserol bulunan
mikrofiij tiiplerinde suspanse edilerek uzun siireli depolamak i¢in —80 °C derin
dondurucuda saklandi. Laboratuvar calismalarimiz sirasinda sivi kiiltiirleri baslatmak
icin +4 °C’de buzdolabinda depo edilen YPD petrilerindeki stok S. cerevisiae suslari
kullanild

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

Euroscarf ST Lab Kodu Genotipi ve ilgili mutasyonlar
Kodu

MAT a, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0.

Y00000  YST124 (Haploid, Yaban tip)

MAT a, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0;

Y14311  YST1S9 YDR477w::kanMX4 (Asnfl mutanti)
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Tez deneyleri sirasinda maya suslarininin {iiretilmesi i¢in kullanilan besiyerlerinin
bilesenleri ve bu besiyerlerinin hazirlanmasi EK.1°de verildi. YPD besiyeri (Yeast
Extract, Peptone, Dextrose) S. cerevisiae suslarinin iiretilmesinde se¢ici olmayan tam
besiyeri (zengin besiyeri) olarak kullanildi. S. cerevisiae suslarina CYC1 ekspresyon
vektoriiniin transformasyonu ve transformantlarin segilmesi ve iiretilmesi i¢in ise segici
besiyeri olarak (Sc-Ura+%2 glukoz) urasil igermeyen minimal tam besiyeri kullanildi
(Rose ve ark. 1990). CYC1 geni transkripsiyonu glukoz baskilamasi ile de kontrol
edildigi i¢in maya transformantlarinda Sc-Ura iireme ortaminda karbon kaynagi olarak
%?2 glukoz (repres sartlar, glukoz baskilamasinin oldugu sartlar) veya %0.1 glukoz
(derepres sartlar, glukoz baskilamasinin olmadig: sartlar) ilave edilerek kullanildi. S.
cerevisiae suslarinin Sivi besiyerlerinde tiretilmeleri i¢in maya arastirmalarinda standart
tireme sartlar1 olarak kabul edilen 30 °C c¢alkalamali inkiibator, 140 doniis/dakika hiz
uygulandi. Maya transformantlarinin petrilerde tiretimi ise 30 °C’de inkiibatorde 2-3

giin bekletilerek gerceklestirildi.

3.2. CYC1 Ekspresyon Vektoriiniin Ozellikleri ve Transformasyonu

Apoptoza neden olan faktorlerin CYCL geni transkripsiyonuna etkilerini tayin etmek
icin bir ¢esit raportor vektor olan ve daha onceki arastirmalarda hazirlanan CYCI1-lacZ
gen flizyonu kullanildi. Bu tez arastirmasinda kullanilan CYCl-lacZ gen flizyonu
plazmitinin genetik yapist da daha 6nce yayimlanmustir ve orijinal adi da pLGA312’dir
(Guarente ve ark. 1984). CYCl-lacZ gen fiizyonu plazmiti P.J. Farabaugh (University
of Maryland Baltimore County, Baltimore, Maryland, ABD) aracilig1 ile temin edilmis
olup laboratuvarimizda plazmit stoklarinda mevcuttur. CYC1-lacZ gen fiizyonu vektorii
2uM-URAS3 temelli, maya plazmiti olup hiicrelerde ¢ok kopyalt olarak bulunur. Bu
ekspresyon vektoriinde CYC1 geni promotor bolgesinin 1. ATG kodonundan baslanarak
—312 bg¢ uzunlugundaki promotor kismi1 lacZ genine eklenmis olarak bulunmaktadir. Bu
ekspresyon vektorii daha onceki arastirmalarda CYC1 geni promotor yapisinin kontrol
bolgelerinin belirlenmesi i¢in de kullanilmis olup CYCL1 transkripsiyonunun kontrolii

icin gerekli olan biitiin diizenleyici elementleri icerdigi rapor edilmistir (Guarente ve
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ark. 1984). CYC1 promotor bolgesine baglanan transkripsiyon faktorleri biyoinformatik

araglar kullanilarak tezin sonuglar boliimiinde de verilmistir.

R1

2 Mikron

R1:

SAC1

CYC1 promotoru| CYC1 Kodlama Bdlgesi LacZ HE

-312 +1

Sekil 3.1. Arastirmada kullanilan CYC1-lacZ gen fiizyonu plazmitinin yapisi

CYC1l-lacZ gen fiizyonunu plazmiti lityum asetat polietilen glikol yontemi ile
transformasyon yapilarak S. cerevisiae suslarina aktarildi. S. cerevisiae suslarina
plazmit transformasyonu daha oOnce agiklanan ve laboratuvarimizda rutin olarak
uygulanan metod kullanilarak asagida 6zetle verildigi sekilde yapildi (Rose ve ark.
1990). Transformasyon igin S. cerevisiae suslart YPD petrilerinden alinarak dnce 5
ml’lik YPD siv1 besiyerinde 18 saat (bir gece) standart sartlarda on kiiltiir olarak
iretildi. Ertesi sabah bu on kiiltiirler kullanilarak 20 ml’lik taze YPD ortamina baslangi¢
ODggo degeri 0.1-0.2 olacak sekilde ekim yapilarak standart sartlarda tiretilip (yaklasik 4
saat kadar) logaritmik agsama kiiltiirleri elde edildi. Logaritmik fazdaki maya kiiltiirleri
50 ml’lik steril falcon tiiplere aktarildi ve masa iistli santrifiijde 2000 rpm hizda 5 dk
santrifiijde ¢oktiiriildii, s1iv1 faz atildi ve maya pelletleri 20 ml steril saf suda suspanse
edilerek tekrar ¢oktiiriildii. Maya pelletleri 1 ml steril 0.1 M lityum asetat ile stispanse
edilerek  mikrofiij tiiplerine alinarak  transformasyonda kullanilacak maya

siispansiyonlari elde edildi. Bu maya stoklarindan 50 pl alinarak taze mikrofiij tiiplerine
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aktarildi. Transformasyon isleminde 1-3 pug CYC1l-lacZ plazmiti ve 1 nug kadar da
tastyict DNA olarak denatiire edilmis Herring DNA’s1 kullanildi. Ttransformasyon
islemi daha once agiklandig1 gergeklestirildi (Rose ve ark. 1990). Maya transformantlari
tiremeleri i¢in secici besiyeri olan Sc-Ura+%2 glukoz petrilerinde yayma ekimi yontemi
ile ekildi ve 30 °C’de 3-4 iiretildi. Asnfl mutant fenotipi yavas lireme gosterdiginden bu
maya susunun transformantlarinin minimal ortamda iiremesi i¢in en az 1 haftalik bir
zaman gerektigi de g@orildii. Petrilerde transformant koloniler belirgin sekilde
goriildiigiinde 3-4 koloni segilerek steril kiirdan ile alind1 ve tekrar taze Sc-Ura +%?2
glukoz petrilerine kiiciik pasajlar seklinde (yaklasik 0.5-1 cm? kadar olacak sekilde)
ekim yapilarak 30 °C’de 3-4 giin liremeye birakildi. Bu transformant pasajlar1 da sivi
kiiltiirlere ekim yapmak icin stok kiiltlirler olarak kullanildi ve deneyler siiresince +4

°C’de saklanda.

3.3. Stres Sartlarimin Maya Hiicrelerine Uygulanmasi

S. cerevisiae’da apopozu uyaran faktorler daha 6nceki ¢alismalarda tayin edilmistir. Bu
tez arastirmasinda da apoptoz uyarici maddeler olarak salisilik asit (SA), menadion ve
sodyum-nitro prusid (SNP) ilgili ¢izelgelerde verilen dozlarda uygulandi (Redza-
Dutordoir ve Averill-Bates 2016, Sapienza ve ark. 2008). Boliim 3.2°de agiklanan
sekilde hazirlanan CYCI1-lacZ transformantlart 6nce transformant pasaj petrilerinden
alinarak 5 ml’lik Sc-Ura %2 glukoz iceren (repres sartlar) steril 25 ml kapasiteli erlen
kaplarina s1v1 besiyerlerine ekim yapildi ve maya kiiltiirleri standart sartlarda bir gece
tiretilerek (yaklasik 18-20 saat kadar) duragan faz 6n kiiltiirleri elde edildi. Ertesi sabah
bu 6n kiiltiirler kullanilarak 5 ml’lik taze Sc-Ura+%2 glukoz besiyerine baslangic ODggo
degerleri 0,1 Olacak sekilde ekim yapildi ve standart sartlarda calkalamali inkiibatorde
logaritmik agamaya (ODggo: 0,8-1) kadar iiretildi. Bu asamada tireme ortamina sonuglar
bolimiinde ilgili gizelgelerde verilen konsantrasyonlarda salisilik asit, sodyum-nitro
prusid ve menadion ilave edilerek maya kiiltiirlerinin ayni standart iireme sartlarinda 4

saat daha tiremeleri beklendi.

CYC1 geni glukoz baskilamasi ile kontrol edildiginden glukoz baskilamasinin olmadigi

derepres sartlarda da CYC1 geni transkripsiyonuna apoptotik faktorlerin etkileri
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incelendi. Derepres maya transformanti kiiltiirleri elde edebilmek i¢in Once maya
transformantlar1 yukarida aciklandig1 sekilde repres sartlarda logaritmik faza kadar
standart sartlarda iiretildi. Bu asamada maya transfarmantlar1 yukarida agiklanan sekilde
masa {iistli santrifiijde c¢oktiiriilerek 5 ml steril saf suda siispanse edildi ve tekrar ayni
sekilde santrifiijde ¢oktiiriildii, siv1 faz atildi. Maya peletleri bu kez 5 ml Sc-Ura %0.1
glukoz ortaminda siispanse edildi ve 25 ml’lik steril erlenlere aktarildi. Derepres maya
kiltiirlerine de yukarida agiklanan sekilde apoptoz uyarici maddeler olan salisilik asit,
menadion ve sodyum nitro prusid ilave edilerek derepres maya kiiltiirlerinin de 4 saat

daha standart sartlarda tiremeleri saglandi.

Ureme siireleri sonunda maya kiiltiirleri 1.5x12 cm’lik santrifiij tiiplerine aktarilarak
masa tistii santrifiijde 1600 rpm’de 4 dk siire ile ¢oktiiriildii, siv1 faz atildi. Coktiiriilen
maya hiicrelerine (maya peletleri) 1 ml’lik steril saf ilave edildi, vortek ile karistirilarak
pelletlerin siispanse olmasi saglandi ve maya siispansiyonlart mikrosantrifiij tiiplerine
aktarildi, bu kez 12500 rpm’de 1 dk ¢oktiriildii, sivi faz atildi. Coken maya pelletleri bu
kez 200 pl lizis tampon ¢ozeltisinde siispanse edilerek maya hiicreleri -galaktozidaz

aktiviteleri tayin edilinceye kadar —80 °C’de depo edildi.

Yukarida agiklandigr sekilde {iretilen maya transformantlarinda apoptoz uyaran
kimyasal maddelerin uygulanmasindan 6nce ve sonraki asamalarda hiicre yapilarini
incelemek i¢in de ayrica steril mikrofiij tliplerine 100 pl 6rnek alindi. Bu drneklerin
mikroskop incelemesine uygun olabilmesi i¢in steril saf ile 10-50 kat kadar seyreltmeler
yapildi. Seyreltilen maya transformati kiiltiirlerinden direkt olarak lam-lamel arasi
preparat hazirlandi ve 151k mikroskobunda immersiyon objektifi kullanilarak maya
hiicrelerinin goriintiileri alindi. Apoptotik faktorlerin uygulandigr ve uygulanmadigi

maya hiicrelerinin goriintiileri sonuglar boliimiinde verildi.
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3.4. Maya Hiicrelerinde Beta-Galaktozidaz Aktivitelerinin Tayini

Bo6lim 3.3’de agiklandigi sekilde tiretilen S. cerevisiae CYC1l-lacZ transformantlari
depo edildikleri —80 °C’de derin dondurucudan alinarak oda sicakliginda ¢6ziinmeleri
icin bekletildi. CYCl-lacZ gen fiizyonundan sentezlenen beta-galaktozidaz (B-Gal)
hiicre i¢i enzim oldugundan Once maya hiicrelerinin permeabilize edilmesi
gerekmektedir. Maya transformantlarindan beta galaktozidaz aktivitelerinin tayin
edilmesinde daha 6nce agiklanan metod uygulandi (Rose ve ark. 1990). Bunun igin stok
maya siispansiyonlarina 20 pl saf kloroform ve %0.1°lik SDS ¢ozeltisinden de 20 pl
SDS ilave edilip yaklasik 0.5-1 Dk kadar siire ile en yiiksek hizda vorteks ile karigtirildi
ve permeabilize olmus maya hiicre lizatlar1 elde edildi. Bu maya lizatlarindaki -
galaktozidaz aktivitesini tayin etmek igin 1x10 cm’lik deney tiiplerine dnce 980 ul Z-
buffer ve vorteks ile tekrar karistirilan maya lizatlarindan 20 pl hiicre lizati ilave edildi.
Karigimi igeren deney tiipleri tekrar kisaca vorteks ile karistirilidi ve beta-galaktozidaz
reaksiyon sicakliginin optimum sicaklik olan 30 °C’ye gelebilmesi igin deney tiipleri 30
°C’de su banyosunda 2 dk bekletildi. Daha sonra bu deney tiiplerine beta-galaktozidazin
substratt olan ONPG ¢ozeltisinden 200 pl ilave edilip reaksiyon baslangic zamani
kronometrede kayit edildi. Beta-galaktozidaz reaksiyonun tamamlanmasi igin reaksiyon
tiiplerinde acgik sar1 renk meydana gelinceye kadar beklendi. Reaksiyon tiiplerindeki
cozelti rengi seffaf’dan acik sari‘ya dondiigiinde reaksiyon tiiplerine bu kez 500 pl 1 M
sodyum karbonat ilave edilerek enzimatik reaksiyon durduruldu ve gecen zaman,
reaksiyon siiresi kronometreden okunarak kayit edildi. Reaksiyon tiipleri masa iistii
santrifiijde 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicre lizatlarindaki pargali
materyalin ¢okmesi saglandi. Santrifiij sonrast reaksiyon c¢ozeltileri 2 mL’lik
spektrofotometre  kiivetlerine  aktarilip  absorbanslari ~ Shimadzu  marka
spektrofotometrede absorbans modunda 420 nm dalga boyunda olgiilerek kayit edildi.
(Rose ve ark. 1990).

Maya lizatlarinda tayin edilen [-galaktozidaz aktiviteleri ilgili lizatlardaki toplam
¢oziinlir protein miktarina goére normalize edildi. Maya lizatlarmin toplam protein
konsantrasyonlari da daha once agiklandigr sekilde Lowry metodu ile tayin edildi

(Lowry ve ark. 1951). Enzimatik aktivite ve protein konsantrasyonu tayini i¢in
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kullanilan biitiin ¢6zeltilerin igerikleri ve hazirlanmasi da Ek.1’de wverildi. -
galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg c¢oziiniir protein basma hidroliz edilen nmol
ONPG olarak verildi (nmol ONPG/dakika/mg protein). B-galaktozidaz deneyleri {i¢
tekrarli olarak yapildi. Maya transformantlari da iki tekrarli olarak iretildi. Bu nedenle
sonuglar boliimiinde verilen aktivite degerleri en az alt1 bagimsiz deneyin ortalamasidir.
Aktivite hesaplar1 Ek.2’de verilen formiile gore Excell tablolar1 hazirlanarak yapildi.
Beta-galaktozidaz aktivitelerinde standart sapmanin %10 veya daha diisiik degerlerde
oldugu goriildii. Arastirmada apoptoz uyarict maddeler olarak kullanilan salisilik Asit,
sodyum nitro prusid, ve menadion ¢ozeltilerinin hazirlanmasi ve deneylerde uygulanan

konstrasyonlari ise Ek.3’de verildi.
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4- BULGULAR

4.1. CYC1 Geni Promotor Yapisinin Biyoinformatik Analizi

CYC1 geni transkripsiyonu farkli metabolik sinyallere gore kontrol edilmektedir.
Arastirmamizda apoptozu uyarabilmek i¢in kullanilan kimyasal maddeler ayn1 zamanda
stresle aktive edilen transkripsiyon faktorlerini de aktive etmektedir. S. cerevisiae’da
stres sartlarina gore aktive edildigi bilinen en 6nemli transkripsiyon faktorleri Msn2/4p,
Hsf ve Yap grubu transkripsiyon faktorleridir. Transkripsiyon kontroliinde yer alan
transkripsiyon aktivator ve represor proteinlerinin hedef genlerin promotor bolgelerine
baglanip baglanmadiklar1 deneysel olarak EMSA (Electrophoretic Gel Mobility Shift
Assay) ve DNaz-1 Foot-Print (DNaz-1 ayak izi) olarak bilinen tekniklerle
gosterilmektedir. Giliniimiizde transkripsiyon faktorlerinin DNA {izerinde baglandigi
korunmus niikleotid dizileri (consensus sequences) bilindiginden potansiyel olarak
hangi transkripsiyon faktoriiniin hedef genin promotor boélgesine baglandigr da
biyoinformatik olarak tayin edilmektedir. Bunun igin S. cerevisiae’da giiniimiize kadar
rapor edilmis transkripsiyon faktorlerinin DNaz-1 foot print teknigi ile hedef
promotorlarda baglandig1 dizileri igeren veri bankalar1 olusturulmustur. Bunlardan birisi
de S. cerevisiae ile ilgili olup YEASTRACT olarak adlandiriimaktadir. Bu veri bankasi
www.yeastract.com web adresinden aragtirmacilarin kullanimina acik olup herhangi bir

abonelik de gerektirmemektedir (Anonim, 2017b).

S. cerevisiae CYCL1 geni kodlama bolgesi ve bu kodlama bolgesinin +/— 1 Kbg’lik DNA
sekans1 da Saccharomyces cerevisiae Genom Database’de (SGD) verilmektedir
(Anonim, 2017a). CYC1l promotorunun translasyon baslangic kodonundan (1.
ATG’den) itibaren 1000 b¢ uzunluktaki akis yukari promotor bolgesinin (upstream
sekans) niikleotid dizisi de SGD’den alinarak bu promotor bdlgesine baglanan
transkripsiyon faktorleri de YEASTRACT veri tabaninda tayin edildi (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. CYCL1 geni promotor bdlgesine baglanan stress transkripsiyon faktorleri.

Haplp Yaplp Cin5p
Hap2p Hsflp Raplp
Hap4p Msn2p Abflp
Hap5p Msn4p

CYC1l promotor bolgesine baglandigi deneysel olarak gosterilen transkripsiyon
faktorleri incelendiginde ¢cogunlugunun stres ile aktive edilen transkripsiyon faktorleri
oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1). CYC1 promoturunda bulunup ¢esitli stres sartlarina
gore aktive edilen faktorler ve aktive edildikleri sartlar agagida kisaca verilmistir.
Msn2/4p (Multicopy Suppressor of Snf): Msn2/4p heterodimer olarak hedef
promotorlara baglanan bu transkripsiyon faktorleri oksidatif stress, ozmotik stress, 1s1
soku, toksik metal stresi, dondurup kirma (Freez/thaw) gibi bir¢ok strese yanit olarak
hedef genlerin transkripsiyonunu kontrol ettigi bilinmektedir (Martinez-Pastor ve ark.,
1996).

YAP grubu (Yeast Activating proteins) transkripsiyon faktorleri: Bu gruptaki
faktorlerin Ozellikte oksidatif stres ve metal stresine yanit olarak aktive edildigi ve
oksidatif strese diren¢ igin gerekli genlerin aktivasyonunu sagladigi bulunmustur
(Wysocki ve Tamas 2010, Morano ve ark. 2012). CYC1 promotoruna baglandigi
gosterilen CinSp’de yAP grubu transkripsiyon faktorii olup hedef promotor bdlgelerine
Tupl/Ssn6 represoér proteinlerinin baglanmasini sagladigi bu nedenle bazi stres
sartlarinda hedef genlerin transkripsiyonunun baskilanmasina neden oldugu rapor
edilmistir (Nevitt ve ark. 2004). CIN5 ayn1 zamanda Yap4 olarak da bilinmektedir.

Hap (Heme Activator Protein) grubu transkripsiyon faktorleri: CYCLl geni
transkripsiyonuna etki eden faktorlerden birisi de ortamdaki demir iyon
konsantrasyonudur. Transkripsiyon faktorleri olan Haplp, Hap2p, Hap3p, Hapdp ve
Hap5p CYC1 promotor bolgesinde UAS sekanslarma baglandiklari spesifik olarak
baglandigr uzun siiredir bilinmektedir. Haplp ¢inko parmak yapisi 6zelliginde olan
(zinc finger) transkripsiyon faktorii olup hedef genleri heme ve oksidatif solunum

sartlarinda aktive eden bir faktordiir (Guarente ve ark. 1984; Ha ve ark. 1996).
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Haplp’nin baglanma dizisi CYC1 promotorunda tayin edilmis olup optimum baglanma

sekans1 N: A/T/G/C olmak tizere N3 TA N CGG N3 TA olarak belirlenmistir. Ayn1

baglanma dizisinin Cyclp’nin etkilestigi Cyc7p nin kodlandigi CYC7 geni promotor
bolgesinde de oldugu gosterilmistir (Ha ve ark., 1996). Hap2p, , Hap3p, Hapdp ve
Hap5p ise hetero-tetramer (Hap2p/3p/4p/5p) olarak bulunan transkripsiyon faktorii
kompleksidir. CCAAT sekansi baglanma kompleksi olarak da bilinmektedir (Olesen ve
Guarente 1990). Hap2p/3p/4p/5p kompleksinin de CYC1 promotorunun UAS2 olarak
adlandirilan sekansina spesifik olarak baglandig1 ve oksidatif sartlarda solunumla ilgili
(Krebs dongiisii genleri) hedef genlerin transkripsiyonlarini heme ve oksijene bagl
olarak aktive ettigi bilinmektedir (Olesen ve Guarente 1990).

Raplp ve Abflp faktorleri: Raplp (Repressor /Activator Protein-1) ve Abflp (ARS
Binding Factor) CYC1 promotoruna 6zgiil faktorler degildir. Bu iki protein daha gok
kromatin olustiurma &zelligi olan faktorlerdir. Ozellikle Raplp’nin telomerlere de
baglandigi bilinmektedir (Azad ve Tomar 2016). Raplp ve Abflp S. cerevisiae
genomunda lokal kromatin yapilari olusturan faktorler olarak da adlandirilir. Olusan
kromatin yapilarinda her iki faktor de aktivator olarak islev gorebilir (Ganapathi ve ark.
2011). Abflp ve Raplp’nin o6zellikle ribozomal protein kodlayan genlerin
regiilasyonundan sorumlu faktorler oldugu da one stiriilmektedir.

Hsflp: Bu transkripsiyon faktorii (Heat Shock Factor 1) genel olarak sicaklik stresine
yanit olarak bir¢cok genin aktivasyonu i¢in gereklidir. Hsflp sicaklik stresi ve cesitli
cevresel sinyallere yanit olarak da baglandigi promotorlardan transkripsiyonel
aktivasyon sagladigt bilinmektedir. Hsflp’nin NGAAN tekrarli niikleotid dizisine

baglandig1 rapor edilmistir (Yamamato ve ark. 2005, Yamamato ve Sakurai 2006).

4.2. Salisilik Asidin CYCL1 transkripsiyonuna Etkisi

Salisilik asitin S. cerevisiae’da apoptozu indiiklendigi daha 6nce rapor edilmistir
(Sapienza ve ark. 2008). Salisilik asitin CYC1 geni transkripsiyonuna etkilerini
incelemek igin literatiirde aciklanan konsantrasyonlarda logaritmik asamada S.
cerevisiae ireme ortamima eklendi. CYCLl geni glukoz baskilamasi ile kontrol

edildiginden deneyler hem glukoz repres ve hem de derepres sartlarda yapildi. Salisilik
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asitin en diisiik dozda bile uygulanmasi ile hem repres ve hemde derepres sartlarda

CYC1 transkripsiyonunun tamamen baskilandig1 goriildii (Cizelge 4.2).

Glukoz baskilamasinin oldugu iireme kosullarinda CYC1 ekspresyonu 170 tiinite olarak
tayin edildi. Maya hiicrelerinin derepres ortama aktarilmasi ile de CYC1
transkripsiyonunda yaklasik 10-kat artis oldugu ve transkripsiyonun 170 tiniteden 1542
tiniteye aktive edildigi goriilmektedir (Cizelge 4.2). Apoptozu uyarmak ig¢in lireme
ortamina salilik asit uygulandiginda ise salisilik asit konsantrasyonundan bagimsiz bir
sekilde hem repres ve hem de derepers sartlarda CYC1 transkripsiyonunun yiizlerce kat
azalarak tamamen baskilandig1 goriildii (Cizelge 4.2). CYCl-LacZ gen fiizyonu
ekspresyonunun 2 mM salisilik asit varliginda 1-2 tniteye azaldigi goriildii. Salisilik
asit konsantrasyonundaki artisin ise CYC1 transkripsiyonunda daha fazla baskilanmaya

neden olmadig1 goriildii.

Cizelge 4.2. Salisilik asit’in yaban tip S. cerevisiae’da CYCL1 geni transkripsiyonuna
etkileri.

Ureme ortami

Repres sartlar
(%2 Glukoz)

Derepres sartlar
(%2 Gliserol/laktat)

Normal ortam 170* 1542
2 mM SA 2 5
4 mM SA 2 <1
10 mM SA <1 <1

*Ekspresyon seviyesi yaban tip maya susunda (Y00000/YST124) nmol
ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir.

Snflp ¢ok fonksiyonlu bir protein kinaz olup S. cerevisiae’da glukoz sinyali,
apoptoz ve otofaji sinyali iletiminde de yer aldigi rapor edilmistir (Hedbacker ve
Carlson 2009, Hong ve Carlson 2007). Snflp’nin glukoz baskilamasi altinda inaktif
oldugu, glukoz baskilanmasinin olmadigt derepres sartlarda ise aktif oldugu

bilinmektedir. Salisilik asite bagli apoptoz sinyali iletiminde Snflp’nin etkisini
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incelemek i¢in CYCL1 transkripsiyonu Asnfl mutant susunda da Olgiildi. Asnfl
mutantlart gliserol laktat ortaminda iiremediginden bu mutant susun transformantlar
once log faza kadar glukoz ortaminda {iiretildi, daha sonra hiicreler steril saf ile yikanip
derepres sartlara transfer edilip salisilik asitin etkisi incelendi. CYC1 transkripsiyonunun
Asnfl mutant susunda daha diisk seviyede transkribe edildigi, yaban tip susta 170 tinite
olan transkripsiyonun Asnfl mutantinda 111 iiniteye azaldigi goriildi (Cizelge 4.3).
Derepres sartlarda ise CYC1 transkripsiyonunda aktivasyon olmadigi, transkripsiyonun
bazal seviyenin de altinda gerceklestigi goriildii. ASnfl mutant susuna apoptotik faktor
olan salisilik asitin ilave edilmesi ise bu maya susunda da CYCL1 transkripsiyonun

tamamen durmasina neden oldugu bulundu (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Snflp’in apoptoz sinyalinde CYC1 geni transkripsiyonuna etkileri.

Ureme ortamm Repres sartlar Derepres sartlar
(%2 Glukoz) (%2 Gliserol/laktat)

Normal ortam 111* 81

2 mM SA <1 <1

4 mM SA <1 <1

10 mM SA <1 <1

*Ekspresyon seviyesi nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir.

4.3. Oksidatif Stresin CYC1 Transkripsiyonuna Etkisi

Oksidatif hasarlar ve reaktif oksijen tiirleri mitokondriyal hasarlara yol
acmaktadir. Mitokondriyal hasarlar da apoptozun baslamasima yol a¢cmaktadir. Bu
nedenle oksidatif stres ajanlarmin yaban tip maya susunda CYC1 transkripsiyonuna
etkileri hem repres ve hem de derepres lireme kosullarinda incelendi. Oksidatif stres
ajan1 olarak sodyum nitro prusid (SNP) ve menadion kullanild1 (Todorova ve ark. 2009,
Redza-Dutordoir ve Averill-Bates 2016). Menadion’a bagli oksidatif stresin repres
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sartlarda CYC1 transkripsiyonuna etki etmedigi yalniz derepres sartlarda CYC1
transkripsiyonunda 6nemli miktarda azalmaya yol actig1 (1542 iiniteden- 1160 iiniteye)
bulundu (Cizelge 4.4). SNP’ye bagli stres in ise hem repres ve hem de derepres
sartlarda CYC1 transkripsiyonunda 6nemli azalmaya yol agtig1 tayin edildi (Cizelge
4.4).

Cizelge 4.4. Oksidatif stresin CYCL1 geni transkripsiyonuna etkileri.

Ureme ortam Repres sartlar Derepres sartlar
(%2 Glukoz) (%2 Gliserol/laktat)

Normal ortam 170* 1542

Menadion (40 uM) 191 1160

SNP (3 mM) 146 1279

*Ekspresyon seviyesi nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir.

4.4. Stres Sartlarimin Protein Sentezine Etkileri

CYC1 transkripsiyonuna etki eden onemli apoptotik faktoriin salisilik asit oldugu
bulunduktan sonra bu stres ajaninin S. cerevisiae’da protein sentezine etki edip etmedigi
de incelendi. S. cerevisiae hiicreleri normal ve verilen konsantrasyonlarda salisilik asit
igeren ortamda iiretildi. Ureme ortamindan ¢oktiiriilen maya hiicreleri permeabilized
edilerek ¢oziiniir protein konsantrasyonlari Lowry metodu ile tayin edildi. Salisilik
asitin maya hiicrelerinde onemli Glgiide protein sentezini de inhibe ettigi gorildii.
Normal sartlarda 376 mg/ml/OD600 olan protein konsantrasyonu salisilik asit
konsantrasyonuna da bagli olarak en az 3-4 kat azaldi ve 80-118 mg/ml/OD600 olarak
tayin edildi (Cizelge 4.5). Salisilik asitin Asnfl mutant1 hiicrelerde de yaban tip hiicreye
benzer sekilde protein sentezini inhibe ettigi goriildii. Dsnfl mutant hiicreleri fenotipik
olarak yaban tip susa gore yavas lreme gosterdiklerinden normal sartlardaki protein

konsantrasyonlar1 da yaban tip susa gore biraz diisiik olarak ol¢iildii (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Salisilik asitin protein sentezine etkileri.

Ureme ortam YST124 YST159
(yaban tip sus) (Asnfl mutant susu)

Normal ortam 376* 304

2mM SA 118 88

10 mM SA 80 55

* Protein konsantrasyonlar1 mg/ml/OD600 olarak verilmistir. (SD+%10)

4.5, Stres Sartlarinin Hiicre Boliinmesi ve Morfolojisine Etkileri

S. cerevisiae’da apoptoz ilk kez cdc48 mutantlarinda duragan fazda morfolojik olarak
karakterize edilmistir. Apoptozun S. cerevisiae hiicrelerinde morfolojik anomaliler
meydana getirdigi, boliinen hiicrelerin mitoz sonras1 G1’de birbirinden ayrilamadigi,
hiicre i¢inde kii¢iik kesecikler olusturdugu bilinmektedir ve bu yapilar 11k mikroskobu

ve elektron mikroskobu ile goriintiilenmistir (Madeo ve ark. 1997) (Sekil 4.1).

Arastirmamizda uygulanan apoptoz uyarici sartlarin S. cerevisiae hiicrelerine etkileri
151k mikroskobunda da incelendi. Salisilik asit ve asetik asite 4 saat siire ile maruz
birakilan yaban tip S. cerevisiae (YST124 susu) hiicrelerinin goriintiileri 151k
mikroskobunda 100x10 objektifinde immersiyon yagi kullanilarak goriintiilendi. Elde
edilen mikroskob goriintiileri fotograf olarak kayit edilerek Sekil 4.2°de verildi.

Sonuglar normal ortamda tiretilen S. cerevisiae fenotipi ile karsilastirildi.
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Sekil 4.1. S. cerevisiae’da duragan fazda cdc48 mutantlarinda morfolojik degisiklikler.
Sekilde 5 giinliik maya kiiltiirlerinin faz kontrast mikroskop goriiniileri verilmektedir.

a-d panellerinde cdc48 mutant susu, e paneli ise normal yaban tip S. cerevisiae susunun
5 glinliik kiiltiir ortaminda gorintiileri verilmistir (Madeo ve ark. 1997’den alinmistir).

Normal ortamda iiretilen S. cerevisiae hiicrelerinin fenotipi ile karsilagtirmali olarak
analiz edildiginde salisilik asite maruz birakilan maya hiicrelerinde hiicre eksenlerinde
uzama oldugu da goriilmektedir (Sekil 4.2). Salisilik asit uygulamasinin S. cerevisiae
hiicrelerinin ¢ogunda Madeo ve ark. (1997) tarafindan rapor edildigi sekilde boliinme
sonrasi ayrilamama, tomurcuklanmada anormali gibi fenotipik &zellikler yol actig1
goriilmektedir (Sekil 4.2). Apoptoz gelisimi siirecinde olusan apoptotik kesecikler
(apoptotic bodies) S. cerevisiae’da 1s1tk mikroskobu ile kolaylikla izlenebilmektedir
(Sekil 4.1, b-e panelleri). Arastirmamizda elde edilen goriintiiler incelendiginde salisilik
asite maruz birakilan hiicrelerde vakuolar fragmentasyon yapilarinin olustugu veya
olusmaya basladigi da goriilmektedir (Sekil 4.2). Salisilik aside maruz birakilan S.
cerevisiae hicrelerinin yapilar1 normal ortamda {retilen maya hiicreleri ile
karsilagtirildiginda fenotipik farklilar daha kolay ayirt edilmektedir. Asetik asit ¢ok
giiclli bir oksidatif stres olusturarak hizli bir apoptoz siireci baglatmaktadir (Sousa ve
ark. 2013). Asetik asitin tireme ortamina eklenmesi ile hizli bir sekilde irmeyi
durdurdugu igin bu arastirmada CYC1 ekspresyonuna etkisi incelenmemistir. Bununla
birlikte asetik asitin S. cerevisiae hiicre morfolojisine etkileri mikroskop ile incelenerek
fotograflanmistir.  Asetik asitin S. cerevisiae hiicrelerinde vokuolde biiyiime,
tomurcuklanma (mitoz ve G1 asamasi) asamasinda 6nemli diizensizlikler yol agtig1

gortilmektedir (Sekil 4.2)
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S. cerevisiae'da normal lireme ortaminda fenotip

Asetik asitin S. cerevisiae hiicre yapisma etkisi

Salisilik asitin S. cerevisiae hiicre yapisma etkisi

Sekil 4.2. Asetik asit ve salisilik asitin S. cerevisiae hiicrelerine etkilerinin mikroskobik
analizi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Apoptoz ¢ok hiicreli organizmalarda doku, organ gelisiminin tamamlanmasi ve
organizmalarin hayatlarin1 saglikli olarak devam edebilmesi i¢in gerekli olan bir
stiregtir. Apoptoz ile yipranmisg, yaslit veya enfekte olmus hiicreler herhangi bir atik
birakmadan programli bir sekilde yok edilir. Apoptoz sinyal yolaginin molekiiler
bilesenleri ilk kez bir ¢esit nematod olan C. elegans’da tanimlanmustir (Ellis ve ark.
1986). C. elegans’da tanimlanan ve apoptoz i¢in gerekli olan genlerin homologlarinin
memelilerde de bulundugu kesf edilmistir. Okaryotik model organizma olarak
kullanilan S. cerevisiae’da da apotoz siireci oldugu ve cesitli sinyal yolaklariyla da
aktive edildigi daha sonra bulunmustur (Madeo ve ark. 1997, Madeo ve ark. 2002,

Carmaona-Gultierrez ve ark. 2010).

Apoptozda mitokondriyel permeabilitenin bozulmasi ve bunu izleyen siiregte
mitokondriyel elektron tagima zincirinde yer alan sitokrom C’nin sitoplazmaya gegerek
apoptoz slirecini baglattigi ¢ok iyi bilinmektedir (Guaragnella ve ark. 2012). S.
cerevisiae’da bulunan Sitokrom C isoform-1 veya genel olarak adlandirildigi sekilde
Cyclp fonksiyonel ve yapisal olarak memeli sitokrom C proteini ile benzerlikler
gosterir. Apoptoz siirecinde sitokrom C geni transkripsiyonun devam edip etmedigi S.
cerevisiae’da gosterilmemistir. Bu nedenle bu arastirmada apoptoza neden olan bazi

maddelerin CYC1 transkripsiyonuna etkileri incelenmistir.

CYC1 geni glukoz baskilanmasi ile de kontrol edildiginden arastirma hem glukoz
varliginda ve hem de derepres sartlarda yapilmistir. Elde edilen sonuglar 6nemli bir pro-
apoptotik ajan olan salisilik asitin hem repres ve hem de derepres sartlarda CYC1 geni
transkripsiyonunu yiizlerce kat baskiladigint gostermistir. Oksidatif stres ise
mitokondriyel hasarlara ve buna bagl olarak apoptoza yol acan 6nemli bir stres sartidir.
Arastirmamizda incelenen oksidatif stres sartlarmin CYC1 geni traskripsiyonuna
etkisinin diisiikk seviyede kaldigi goriilmektedir. Elde edilen sonuglar salisilik asitin
protein sentezine de etkisi oldugunu, uygulanan konsantrasyona bagli olarak protein
miktarinda 4-5 kat kadar azalmaya yol agtigini gostermektedir. Protein kinaz olan

Snfl’in apoptoz, otofaji ve glukoz sinyal iletim yolagi gibi islemlerde yer alir. Snfl
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proteinini igermeyen mutant S. cerevisiae susunda yapilan galismada ise yaban tip sus
ile yaklasik olarak ayni sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglar da Snfl’in salisilik asite

bagli CYC1 transkripsiyonu diizenlenmesinde yer almadigini 6ne siirmektedir.

Gicli bir pro-apoptotik madde olan salisilik asitin sitokromlara etkisi daha dnceden
rapor edilmemistir. Salisilik asit etkisi ile yaklastk 72 saat sonra Cyclp’nin
mitokondriden sitoplazmaya gecisi rapor edilmistir (Kodo ve ark. 2013). Bizim
calismamizda ise salisilik asite yaklagik 4 saat maruz birakilan maya hiicrelerinde CYC1
transkripsiyonunun tamamen durdugu gorilmiistiir. Aynm1 maya hiicrelerinin
mikroskobik analizi ise 4 saat salisilik asit ile inkiibasyonun apoptozun tamamlanmasi
icin yeterli olmadigi, hiicrede ¢oklu vakuol benzeri yapilar ve Gl-de dongiiniin
durdurulmast gibi fenotipik ozellikler tayin edilmistir. Bu durumda transkripsiyon
durdurulduktan sonra mitokondride bulunan Cyclp’nin apoptozu baslatmak i¢in yeterli
oldugu one siiriilebilir. Yapilan bir ¢alismaya gére Cyclp’nin mitokondride 7330 adet
olarak bulundugu rapor edilmistir (Ghaemmaghami, ve ark. 2003). Bu durumda CYC1
transkripsiyonunun durdurulmasmmin  Cyclp’nin apoptozdaki islevini etkilemesi
beklenmemelidir. Ayrica, arastirma sonuglarimiz bazi apoptotik sinyallerin (salisilik asit
gibi) daha oOnce rapor edilmedigi sekilde cok hizli ve cok giicli bir sekilde
transkripsiyonel baskilamaya yol actigin1 géstermektedir. Apoptotik sinyaller ve bunlara
bagli olarak kaspaz aktivasyonu ile bazi global represorler de hedef genlerden
transkripsiyonu baskilamak tizere hedef genlerin promotor sekanslarina baglanabilir.
Farkli apoptotik sinyallerin hangi genlerde transkripsiyonel baskilamaya yol agtigi
ayrica incelenmelidir. CYC1 geni promotor bolgesinde yapilan biyoinformatik analizde
bazi represor proteinlerin baglandigt YEASTRACT veritabanindan bulunmustur. Fakat
bu sonuglarin in-vivo olarak da dogrulanmasi gerekir. CYC1 geni promotor yapist ¢ok
fazla transkripsiyon faktorii tarafindan kontrol edilmektedir. Represor proteinler olan
Raplp ve Cin5p potansiyel olarak CYC1 promotoruna bagalabilecek faktorlerdir
(Anonim 2017b). Bu durumda Raplp ve Cin5p apoptoz ile (6zellikle salisilik asit ile)
aktive edilen represor proteinler olarak CYC1 de transkripsiyonu baskilayan faktorler

olabilir. Fakat bu 6nerinin in-vivo olarak da dogrulanmasi gerekir.
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S. cerevisiae genetik arastirmalarda kullanilan 6nemli bir model organizmadir. S.
cerevisiae hizli bir sekilde cesitli kimyasallarin (ilag, gida katkimaddesi, endiistriyel
rtinler vd) apoptoza yol agip agmadiklarini test etmek i¢in de kullanilabilir. Test
edilecek kimyasal maddeler ile birkag saat inkiibe edilen S. cerevisiae suslarinin
mikroskop ile incelenmesi dahi ilgili maddenin pro-apoptotik potansiyeli hakkinda bilgi
saglar. Elde edilen sonuglar 6nemli bir apoptotic madde olan salisilik asitin hiicresel
sinyal yolaklarina ve CYC1 geni transkripsiyonuna etkilerinin incelenmesinde S.

cerevisiae’nin kullanilabilecegini gostermektedir.
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EKLER

EK 1: Besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1:YPD (Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz)

S. cerevisiae i¢in iireme ortami olarak kullanilan zengin, tam besiyeridir.

Once 10 gram/litre Yeast Ekstrakt, 20 gram/litre Pepton saf suda ¢oziilerek hazirlandi.
YPD petrilerini hazirlamak icin sivi besiyerine 20 gram/litre olacak sekilde agar agar
eklendi ve 121°C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.

Ureme ortamma ilave etmek igin glukoz %20’lik stok ¢ozelti halinde hazirlandi,
121°C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. Glukoz otoklav isleminden sonra iireme

ortamina son konsantrasyonu %2 olacak sekilde ilave edildi.

2: Sentetik tam —Urasil Ureme Ortam (Sc-Ura)

Maya transformantlarini petrilerde veya sivi besiyerinde iiretebilmek igin segici besiyeri
olarak kullanildi

1.7 gram/litre Yeast Nitrogen Base (YNB), 5 gram/litre Amonyum siilfat saf suda
coziilerek otoklavda steril edildi. Otoklav islemi sonrast 1.92 gram/litre urasil
icermeyen amino asit karisimi (SC-Ura) (Sigma Y-1501) filtre ile steril edilerek ortama
ilave edildi. Kat1 besiyerleri i¢in son konsantrasyonu 20 gram/litre olacak sekilde agar
agar ilave edildi, 121°C’de 25 dakika siireyle olarak otoklavda sterilize edildi. Glukoz
%20’1ik steril stok ¢ozeltiden deneylerde agiklanan konsantrasyonlarda kullanimdan

hemen oOnce ilave edildi.

3: Lityum Asetat Cozeltileri (1M ve 0,1M)

Bu ¢ozelti CYC1l-lacZ gen fiizyonu plazmitini S. cerevisiae hiicrelerine transformasyon
yapmak i¢in kullanildi. Lityum asetat (FW: 102,02) son konsantrasyonu 1M olacak
sekilde 0,45 pum por ¢apl disk filtre ile steril edilerek hazirlandi, oda sicakliginda depo
edildi. 0,1M lityum asetat ise transformasyon igsleminden hemen 6nce stok ¢ozeltiden

seyreltilerek taze olarak hazirlandi.
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4: Polietilen Gilikol (%50 PEG)

S. cerevisiae hiicrelerinin transformasyonu i¢in kullanildi.  Polietilen Glikol (PEG)
(FW: 3,350) saf suda %50’lik stok ¢ozelti olarak hazirlandi, 121°C’de 25 dakika
otoklavda steril edildi.

5: SDS (%0,1) ve Kloroform ¢ozeltileri

SDS ve kloroform S. cerevisiae transformantlarini ¢Oktiirme isleminden sonra
permeabilize edip hiicre lizatlarin1 elde etmek ic¢in kullanildi. SDS steril saf suda
%0,1’lik stok ¢oOzelti olarak hazirlandi. Kloroform ise direk olarak stok ¢ozeltiden

herhangi bir seyreltme yapilmadan kullanildi.

6: Lizis tampon c¢ozeltisi

S. cerevisiae transformantlarini siispanse etmek ve lizat elde etmek igin kullanildu.

Lizis Tampon Cozeltisi (Break Buffer) Icerigi:

100 mM Tris.HCI (pH: 8)

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

%20 Gliserol

4 mM Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF).

Cozelti verilen maddeler son konsantrasyonlar1 yukarida olacak sekilde steril distile su

ile hazirland1 ve +4°C’de saklandu.

7: B-Galaktozidaz tampon ¢ozeltisi (Z Buffer)

Maya transformantlarinda [3-galaktosidaz enzimatik aktivitesini tayin etmek i¢in tampon
¢Ozelti olarak kullanildi.

Cozelti icerigi asagidaki gibidir:

60 mM Na,HPO,.7H,0,

40 mM NaH,PO4.H,0,

10 mM KCl,

1 mM MgSO,.7H,0

50 mM B-Merkepto-etanol ¢ozeltisi

Cozelti steril saf su ile hazirlandi ve +4°C’de saklandi.
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8: Lowry Cozeltileri
S. cerevisiae hiicre lizatlarindaki protein konsantrasyonlarini tayin etmek igin kullanildu.

Cozeltilerin bilesimi ve hazirlanmasi:

I: Lowry A c¢ozeltisi: 20g Na,CO3 ve 4g NaOH toplam hacim 1 litre olacak sekilde

distile suda ¢oziildii, stok ¢ozelti olarak oda sicakliginda depo edildi.

I Lowry-B1 ¢ozeltisi: 1 gram CuSQOq4 toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile suda
¢ozildi, stok ¢ozelti olarak +4 °C de depo edildi.

I11: Lowry-B2 ¢ézeltisi: 2 gram Sodyum potasyum tartarat toplam hacim 100 ml olacak
sekilde distile suda ¢6ziildii, stok ¢6zelti olarak +4 °Cde depo edildi.

IV: Lowry-C c¢ozeltisi: Her deneyde taze olarak yukarida verilen Lowry-A, Lowry-Bl

ve Lowry-B2 stok ¢ozeltilerden hazirlandi:
Lowry-C ¢6zeltisinin hazirlanmasi:
24,5 ml Lowry A,
250 pl Lowry B1,

250 ul Lowry B2, karistirildi ve taze olarak kullanildu.
9: ONPG (O-Nitrofenil p-D-Galaktopiranozid)

ONPG (Sigma N1127) son konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde Z-tampon ¢ozeltisi

iginde hazirlandi. +4°C’de saklandi.
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EK 2: B- Galaktozidaz aktivitesi hesaplanmasi

CYC1-lacZ gen fiizyonlarini igeren S. cerevisiae transformantlarindan elde edilen hiicre

lizatlarindan Slgiilen -galaktozidaz aktivitesi asagida verilen formiile gore hesaplandi.

Aktivite: (ODgz0x 1.7/0.0045)/(txVxP)
ODyy0: Sar1 rengin absorbansi
1.7: Sar1 rengin bulundugu tiipiin hacmi (980ul Z buffer, 20pl lizat, 200pul ONPG, 500
ul NaCOs,)
0.0045: ONPG’nin molar absorbsiyon katsayisi
t: B-galaktozidaz reaksiyon siiresi (dakika)
V: B-Galaktozidaz 6l¢iimiinde kullanilan hiicre lizat1 hacmi (ml)
P: Hiicre lizatlarinin protein konsantrasyonlari (mg/ml)
B-Galaktozidaz aktivitesi biririmi: Dakikada 1 mg protein tarafindan hidroliz

edilen nmol ONPG (nmol ONPG/dk/ mg protein) cinsinden verilmistir
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EK 3: Arastirmada Kullanilan Stres Ajanlarinin Hazirlanmasi

Aragtirmada apopozu aktive edebilmek i¢in asagida verilen maddelerin suda ¢6ziinmiis
sekilleri kullanild1. Kullanilan bu kimyasal maddelerin stok ¢o6zeltileri 0,45 uM ¢apli
disk filtre ile steril edilerek steril stok c¢ozeltileri hazirlandi. S. cerevisiae iireme

ortamina daha 6nceden acgiklanan konsantrasyonlarda ilave edildi.

a-) Salisilik Asit, (FW: 138.12)
Son konsantrasyonu 2-10 mM olacak sekilde kullanildi. Salisilik asit suda ¢6ziinmez.
Salisilik asit stok ¢ozeltisi 0.5 M olarak %96’lik etanolde ¢oziildii. Bu stok ¢ozeltiden 5

ml’lik s1v1 kiiltiirlere son konsantrasyonlar1 2mM, 4mM veya 10mM olacak sekilde.

eklendi.

b-) Sodyum Nitro Prusid (SNP), (FW: 297.95)
Son konsantrasyonu 3 mM olacak sekilde kullanildi. Stok SNP ¢6zeltisi 150 mM olarak
saf suda hazirlanip 0.45 pm disk filtreden gegirilerek steril edildi.

c-) Menadion, (FW: 172.18)
Son konsantrasyonu 50 puM olacak sekilde kullanildi. Menadion %96’lik etanolde

¢oziilerek 10 mM stok ¢ozelti hazirland.
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