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OZET
Yiksek Lisans Tezi

KALSIYUM SINYAL iLETIM YOLAGININ GLUKOZ METABOLIZMASINDA
YER ALAN BAZI GENLERIN TRANSKRiPSIYONUNA VE HUCRE
DONGUSUNUN KONTROLUNE ETKILERININ INCELENMESI

Osman Alp OZTOP

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1

Damsman: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Kalsiyum 6nemli bir biyometal iyonu olup hiicrelerde bir¢ok metabolik olayin kontrol
edilmesinde sinyal yolaklarinin aktivatorii olarak islev goriir. Kalsiyumun hiicresel
etkileri Kalsiyum-kalmodiilin yolag ile gergeklesir. Crz1 Kalsiyum sinyaline yanit olarak
cok sayida genin aktivasyonunu saglayan transkripsiyon faktoriidiir. Glukoz S.
cerevisiae’da hiicre i¢ine HXT genleri tarafindan kodlanan afiniteleri ve fizyolojik
islevleri farkli Hexose Transporter Proteinleri (Hxt) tarafindan kolaylastirilmis
difiizyonla hiicre igine alinir. HXT genlerinin ekspresyonlar1 hiicre dis1 glukoz
konsantrasyonu gibi farkli metabolik ve ¢evresel sinyallere gore kontrol edilir. Bu
calismada kalsiyum sinyalinin hiicreye glukoz transportu icin gerekli olan HXT2, HXT4
ve trehaloz biyosententezinde islevi olan TPS1 genleri transkripsiyonuna etkileri
incelendi. Elde edilen sonuclar kalsiyum sinyalinin HXT2, HXT4 ve TPS1 genleri
transkripsiyonunu glukoz baskilamasimin oldugu kosullarda aktive ettigini gosterdi.
Derepres kosullarda kalsiyum sinyalinin bu genlerde transkripsiyona dnemli bir etkisinin
olmadigi bulundu. Kalsiyuma baglhh olarak HXT2, HXT4 ve TPS1 genleri
transkripsiyonlariin aktivasyonunda protein kinazlar olan Hoglp ve Snflpnin kismen
islevleri oldugu bulundu. Kalsiyumun iireme hizi ve hiicre dongiisiine etkileri de
incelendi. Kalsiyumun Snfl kinaz araciligi ile hiicre dongustinde G1-S asamasina etki
ettigi goriildi. Snfl mutant1 hiicrelerde kalsiyum sinyaline yanit olarak hiicre dongiisiiniin
G1 asamasinda durduruldugu bulundu. Bu sonuglara ek olarak kalsiyum sinyalinin hogl
mutant1 hiicrelerde asir1 glikojen birikimine yol agtig1 da tespit edildi. HXT2, HXT4 ve
TPS1 genleri promotor bdlgelerine baglanan potansiyel transkripsiyon faktorleri veri
tabanlarina kayitli calismalardan incelendi. Elde edilen sonuglar HXT2, HXT4 ve TPS1
geni transkripsiyonunun kalsiyuma bagli aktivasyonunda birden ¢ok transkripsiyon
faktoriiniin islevi olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre Dongust, HXT Genleri, Kalsiyum sinyali, Ureme hizi,
Sacchromyces cerevisiae.

2020, X1V + 59 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CALCIUM SIGNALING PATHWAY ON
THE CELL CYCLE REGULATION AND TRANSCRIPTION OF GENES THAT
INVOLVES IN GLUCOSE METABOLISM

Osman Alp OZTOP

Bursa UludagUniversity
Graduate School of Natural andAppliedSciences
Department of MolecularBiologyand Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Calcium is an important biometal ion and acts as an activator of signaling pathways in
controlling many metabolic events in cells. The effects of calcium signaling are exerted
through the calcium/calmodulin pathway. Crz1 is the transcription activator that activates
the transcription of numerous genes in response to calcium signaling in yeast. Glucose is
an important carbon and energy source for yeast and transported into yeast cells by hexose
transporters (Hxts) via facilitated diffusion mechanisms. Transcription of HXT genes is
regulated by different metabolic signals including external glucose concentration.
Glucose can be metabolized in the glycolytic pathway. Besides, it can be converted in to
reserve carbohydrates trehalose and glycogen in yeast. In this study, we have investigated
the effects of calcium signaling on the expression of HXT2, HXT4, and TPS1 genes that
are required for glucose transport and trehalose biosynthesis, respectively. Our results
indicated that calcium signaling activates transcription of HXT2, HXT4, and TPS1 genes
under glucose repressed conditions. Interestingly, calcium did not have any effects on
the transcription of these genes under glucose derepressed growth conditions. Also, it
appears that protein kinases Hoglp and Snflp involves partially in the calcium-dependent
activation of basal transcription in HXT2, HXT4, and TPS1 genes. We have also
investigated the effects of calcium signaling on the growth rate and cell cycle regulation
in yeast. Our results show that calcium acts on the cell cycle via Snfl kinase and affects
the G1 to S transition stage since calcium stops cell cycle in G1 stage in snfl mutant
yeasts. Calcium also interferes with the growth rate in yeast. Furthermore, our results
indicated that calcium ions activate the glycogen storage in hogl kinase-deficient yeasts.
In silico analyses of the promoter regions of HXT2, HXT4 and TPS1 genes indicated that
transcription of these genes is activated by multiple regulatory factors whose activities
depend on calcium signaling.

Keywords: Calcium signaling, Cell cycle, Growth rate, HXT Genes, Saccharomyces
cerevisiae.

2020, X1V + 59 pages
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1. GIRIS

Kalsiyum biitiin 6karyotlarda 6nemli yapisal ve diizenleyici islevleri olan bir elementtir.
Kalsiyumun S. cerevisiae 'da da bircok temel metabolik islevleri bulunmaktadir ve dnemli
sinyal yolaklarinin kontroliinde de islevi vardir. Kalsiyum iyonlarinin (Ca*) apoptoz,
otofaji ve hiicre dongiisii basta olmak iizere okaryotik hiicrelerde ¢ok sayida hiicresel
islevde yer aldigi da bilinmektedir (Cyert 2001). Kalsiyum mebrandan kalsiyum
transporteri olan Cchlp ile hiicre iginde taginir ve sitoplazmik konsantrasyonu da 50-200

nM seviyelerinde bulunur (Paidhungat ve Garrett 1997).

S. cerevisiae 'da kalsiyumun baglica depo organeli vakuol’dur. Ayrica, golgi kompleksi,
mitokondri ve endoplazmik retikulumda da 6nemli seviyede kalsiyum depolanmaktadir.
Kalsiyumun baglandigi 6nemli bir protein kinaz ise calmodulin olup sitoplazmik
hedefleri metabolik duruma ve kalsiyum konsantrasyonuna goére degisir (Cyert 2001).
Sitozolik kalsiyum konsantrasyonuna gore Calmodulin tarafindan aktive faktorlerden
birisi de protein fosfataz olan Calcineurindir (Stathopoulos ve Cyert 1997, Cyert ve ark.
1991, Cyert ve Thorner 1992). Bu fosfatazin da sitoplazmada defosforile ederek
aktivitesini kontrol ettigi cok sayida faktdr bulunmaktadir. Bunlardan birisi de
transkripsiyon faktérii Crzlp’dir (Cyert 2001). Crzlp transkripsiyon faktérinin S.
cerevisiae’da  kalsiyum konsantrasyonuna bagli olarak ¢ok sayida genin

transkripsiyonunu kontrol ettigi mikro-array analizi ile belirlenmistir.

Basit okaryotik model organizma olan ve ekmek mayasi olarak da bilinen S. cerevisae
tomurcuklanarak bdliinlir ve bdliinme sonunda birbirinin ayni iki hiicre olusur. S.
cerevisae hem haploid hem de diploid formu bulunan maya tirtdir. Saccharomyces
cerevisiae’da ¢ok yiiksek oranda glikoz tasinimi gergeklestirilir. Glukoz tasinimi veya
transportu icin S. cerevisiae hiicre membraninda 20 kadar glukoz tasiyici protein
bulunmaktadir (Boles ve Hollenberg 1997). Bu membran proteinlerinden Snf3 ve
Rgt2’nin transport islevi bulunmamakta olup membranda glukoz sensorii olarak islev
gormektedirler. Gal2 ise galaktoz permeazdir, hem galaktoz ve hem de glukoz transportu
gergeklestirir. Glukoz transporterler ise kinetik 6zellikleri birbirinden farkli olan toplam

17 farkl: tiirde olup HXT1-HXT17 olarak adlandirilmaktadir.



Glukoz taginim kinetigi ve kontrol mekanizmasi ¢ok karmasik olsa da gelisen genomik
ve proteomik teknikler sayesinde her bir glukoz transporter proteinin islevleri ve bu
transporterleri kodlayan genlerin yapisal oOzellikleri ve kontrol mekanizmalar1 da
aciklanmistir (Boles ve Hollenberg 1997). S. cerevisiea’da glukoz transportu ATP
gerektirmeden kolaylastirilmis diffiizyon ile yapilmaktadir (Reifenberger ve ark. 1995).
Bu arastirmada kontrol mekanizmasi incelenecek olan HXT2 ve HXT4 genleri ise yapisal
olarak birbirine ¢cok benzeyen glukoz transporter kodlamaktadir. Bu genlerin promotor
yapilar1 6nemli seviyede benzerlik gostermektedir ve transkripsiyonlar1 da glukoz sinyali
ile kontrol edilmektedir (Ozcan ve Johnston 1995, Ozcan ve Johnston 1999). HXT2 ve
HXT4 genleri yiiksek afiniteli glukoz transporteri kodlamaktadir, diisik glukoz
seviyesinde aktiftirler (Kruckaberg ve Bisson 1990, Theodoris ve ark. 1994).

S. cerevisiae’da glukoz transportu ayni zamanda trehaloz metabolizmasina da baghdir.
Trehaloz mayada bir depo karbonhidarti olup trehaloz fosfat sentaz enzim kompleksi
(TPS) aktivitesi ile sentezlenir (Bell ve ark. 1998). Trehaloz biyosentezi sirasinda olusan
ara metabolit trehaloz-6 fosfat ayn1 zamanda hekzokinaza etki ederek glukoz tasnimini
da kontrol eder (Blazquez ve ark. 1993, Eastmond ve ark. 2003). Trehaloz fosfat sentaz
enzim kompleksinin en 6nemli altbirimi TPS1 geni tarafindan kodlanir (Thevelein ve
Hohmann, 1995). TPS1 geni delesyonunun mayada sentetik letal etkisi vardir. Bu
mutantlarda kontrolsiiz glukoz girisi dolayistyla hicrede ureme durur (Thevelein ve
Hohmann 1995).

Hiicre dongiisii bir hiicrenin gegirdigi boliinmenin ardindan tekrar bir bdoliinme
gecirebilmesi igin gereken olaylarin gerceklesmesi siirecidir. Bu siiregte hiicre fizyolojik
sartlar, hiicre icerigi DNA sentezi ve segregasyonu ve organellerinin yeterliligi gibi
durumlart kontrol ederek boliinmeye hazirlanir ve siiregin sonunda iki yavru hiicre
meydana gelecek sekilde boliiniir. Hiicre dongiisii genel olarak bdliinmeye hazirlik
interfaz everesi (G1, S ve G2 fazlar1) ve boliinmenin gergeklestigi mitotik evre (M fazi)
olarak iki agamaya ayrilabilir. Bu asamalar ve hiicre dongiisii siki1 bir kontrol altindadir
ve mayalardan omurgalilara evrimsel olarak korunmustur. Hiicre dongiisii her asamanin

kendine 06zgii isleyisin kontrol edildigi kontrol noktalarina sahiptir ve bu kontrol



noktalarinin amaci hatalarin kontrolu ve varsa hatalarin giderilmesi, bir sonraki asamaya
sorunsuz bir sekilde gegebilmek igin zaman kazanilmasidir. Hiicrelerin gerekli fizyolojik
sartlarin yeterli olmadigi durumlarda hiicre déngustne girmedikleri latent olarak kabul

edildikleri bir evre vardir ve bu evre GO faz1 olarak bilinmektedir.

S. cerevisiae’da hiicre dongiisii de ¢esitli metabolik ve gevresel sinyallere gore kontrol
edilir. Hiicre boliinme hiz1 ayn1 zamanda protein sentez hizina da baghdir. Hiicrede hiicre
dongiisii asamalarinin protein sentez hizina da bagh oldugu bilinmekte olup bu kavram

“Critical Rate of Protein Synthesis” olarak a¢iklanmaktadir.

Bu tez arastirmasinda kalsiyum sinyal yolagi aktivasyonunun HXT2, HXT4 ve TPS1
genleri ifadesine etkileri, hiicre dongiisii ve baz1 depo karbonhidratlarin depolanmasina
etkileri incelendi. Arastirmamizda model organizma olarak S. cerevisiae’nin yaban tip ve
mutant suslart kullanildi. Elde edilen sonuglar kalsiyumun ¢ok foksiyonlu AMP ile aktive
edilen protein kinaz olan ve insanda da homologu bulunan Snflp aracili olarak hiicre
dongiisiine etki ettigini gostermektedir. Ayrica kalsiyum sinyal yolagi aktivasyonunun
HXT2, HXT4 ve TPS genleri transkripsiyonunu da belirli hiicresel kosullarda aktive ettigi

bulundu.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Saccharomyces cerevisiae’nin Hiicresel Ozellikleri ve Genom Yapisi

Saccharomyces cerevisae hastalik yapici, alerjik, toksik etkisi, olmayan GRAS
(Generally Regarded As Safe) bir maya tirtddr. Normal laboratuvar kosullarinda haploit
hlcrelerin ikilenme siiresi yaklasik 90 dk dir. Laboratuvar ortaminda tam besiyeri olarak
kullanilan YPD besiyerinde yaban tip S. cerevisiae suslar1 maksimum 2x108 hiicre/ml
yogunluga ulasir (Sherman 1998). Laboratuar kosullarinda tiretimi hizli kolay ve maliyet
acisindan da oldukga uygundur. Ayrica, genom boyutunun kiiciik olmasi, yasam
dongustnun kontrol edilebilir olmas1 da 6nemli avantajlarindandir (Goffeau ve ark.
1996). Tomurcuklanarak béllinen S. cerevisae ’da vejatatif bolinme, bir yavru hiicrenin
ana hiicreden biiyiimesi ile baslayan, ardindan niikleer boliinme, hiicre duvari olusumu ve
son olarak hiicre ayrilmasiyla gergeklesir (Sherman 1998). Yiksek organizasyonlu
Okaryotlardan farkli olarak S. cerevisiae'da mitoz bolinme sirasinda niikleus zari

kaybolmaz. Bu tiir mitoz boliinmeye de kapali mitoz denir.

S. cerevisae haploid ve diploid yasam formlarina sahip basit 6karyotik bir canlidir.
Haploid ve diploid hiicrelerin boyutlari, Ureme evresine ve suslara gore degisir. Genelde
diploid hticreler elipsoid ve haploid hiicreler sferoid seklindedir. S. cerevisae hiicrelerinin
buyikligii ve hiicre bilesimi de haploid forma veya diploid forma gore farklilik
gostermektedir (Cizelge 2.1). Ayrica haploid hiicreler bir dncekine bitisik goriinen
tomurcuklara sahiptir; diploid hiicreler ise kars1 kutbunda goriinen tomurcuklara sahiptir.
Her ana maya hiicresi genellikle 20-30'dan fazla tomurcuk olusturmaz ve hiicre yas1 hiicre

duvarinda kalan béliinme yarasi (bud scars) sayisina gore belirlenebilir.



Cizelge2.1. Maya hiicresi hiicre bityiikligii ve bilesimi (Sherman 1998).

Maya Hiicrelerinin Biiyiikliigii ve Bilesimi

Karakteristik Haploid hiicre Diploid hcre
Hacim (um3) 70 120
Kompozisyon(10%g)

Yas agirlik 60 80

Kuru agirlik 15 20

DNA 0,017 0,034

RNA 1,2 1,9

Protein 6 8

Saccharomyces cerevisiae nin, haploid genomunda 16 kromozom bulunmakta olup
genom buyiikliigii 12,068 kilobazdir. Genomu tamamen sekanslanmistir. Genomunda
yaklagik 6000 kodlama bolgesi oldugu rapor edilmektedir. Biitiin maya genomlarinda
oldugu gibi S. cerevisiae genomu da ¢ok kompakt (gen yogun) yapidadir. Genomun
%72’sinde RNA kodlama bdlgeleri bulunur. Genler arasi mesafe ¢ok azdir. Genlerin
ortalama buyuklikleri 1.45 Kbg (veya ortalama 483 kodon) olup en kiguk kodlama
bolgesinin 40 kodon, en biiyiik kodlama bdlgesinin ise 9910 kodon uzunlugunda oldugu
bilinmektedir. S. cerevisiae genomunda en az 100 amino asit (veya 100 kodon) uzunlukta
peptid kodlayan yaklasik 6183 protein kodlayan gen (6183 ORF) bulundugu
biyoinformatik olarak hesap edilmistir. Kodlama bolgeleri sayisinda bazi suslarda
farkliliklar oldugu da bilinmektedir (Sherman 1998, Parapouli ve ark. 2019). S.
cerevisiae’nin bu genlerinde intron ¢ok az sayida olup toplam ORF’lerin sadece
%3.4’Unde intron bulunmustur. S. cerevisiae’'nin XIl. kromozomu en bilyik
kromozomdur. XII. Kromozomun biiyiikliigii 100-200 kopya arasinda degisen rDNA
tekrarlari nedeni ile 2060-3060 kb arasinda degismektedir.



2.2. Kalsiyum Sinyal Yolag ve Hiicresel Onemi

Birgok hiicresel fonksiyon, farkli sinyal yollari tarafindan iiretilen kalsiyum (Ca*™)
sinyalleri ile dizenlenir (Berridge 2016). Hicre ici kalsiyum (Ca™) iyonlar1 gen
transkripsiyonunu, hiicre ¢ogalmasini, hiicre gé¢l ve hiicre 6lumui gibi bircok hicresel
fonksiyonu diizenleyen ikincil haberci olarak hareket eder (Cui ve ark.2016). Buna insan
hiicrelerinde temel hiicresel fizyolojik kosullarin diizenlenmesi, genlerin ekspresyonu,

hiicre hareketliligi, apoptoz ve otofaji de dahildir.

Sekil 2.1. Hucre ici kalsiyum dengesi. Hiicre membranindan kalsiyum tasima kanallari
ve ER mebranindaki IP3R ile STIM (Stromal etkilesim molekiilii) proteini ile hicre igi
kalsiyum dengesi (Ciftgi 2017).

Kalsiyum hiicreye dort farkli yol ile girer. Bunlar; plazma membrani {izerinde bulunan
voltaja duyarli kalsiyum (VOC) kanallari, ligand/reseptor kontrollii kalsiyum (L/ROC)
kanallari, depo-kontrollii kalsiyum (SOC) kanallar1 ve gegici reseptor potansiyeli (TRP)
kanal proteinleridir. Ayrica Endoplazmik retikulum mebrani iizerinde bulunan IP3R

(Inositoltrisfofat reseptdri) sitoplazmadaki kalsiyum miktarmi artirabilir (Sekil 2.1).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Berridge+MJ&cauthor_id=27512009

Calmodulin (CaM), tanimlanmis bir konsensiis dizisi olmadan ¢ok ¢esitli hedef dizileri
baglayabilen, yiiksek oranda korunmus bir eukaryotik Ca** sensor proteindir (Dirvanger
ve Harmat 2019). Baska bir degisle CaM kalsiyum sinyal i¢in intra-membran reseptor(
olan Ca*™ baglayici bir protein ailesinin tiyesidir. CaM, gesitli asag1 akim (downstream)
hedef proteinlerle etkilesime girer ve islevlerini Ca*™* bagimli bir sekilde diizenler (Lin
2018). CaM ¢ok sayida enzimin aktivitesinde rol oynayan, hiicresel streclerde yer alan
148 amino asit uzunlugunda bir proteindir. CaM proteini prototipik ¢ok yonli Ca*™
sensorl ile EF el motifi yliksek afiniteli Ca™ baglanma biriminden olusur (Zhang ve ark.
2012).

Mayadan insanlara kadar korunmus olan Ca*™* sinyal yolaginin ortasinda bulunan
kalsindrin bir fosfatazdir (Connolly ve ark. 2018). Sitozolik Ca*™ konsantrasyonundaki
artis1 kalmodulin ve kalmodulin bagimli serin treonin fosfataz olan kalsindrin gibi birgok
proteinin aktive olmasina yol agar (Liu ve ark. 2015). Serin/treonin fosfatazlarin iki ana
ailesi arasinda, kalsindrinin diizenleyici rolii, bir Ca™/kalmodulin (CaM) diizenlenmis
serin/treonin protein fosfataz (ayrica protein fosfataz 2b PP2B olarak bilinir) ortaya
cikmaktadir. Kalsinérin Fe®* ve Zn**" den yapilmis biniikleer merkezi olan bir
metalloenzimdir (Juvvadi ve ark. 2015). Kalsindrin aktif bolgesi dinukleer metal merkezi
ile sikica iliskili katalitik alt birimi Kalsinorin A 60kDa ve Ca*™* baglanma bolgesi igeren
alt birimi Kalsinorin B 19 kDa den olusan heterodimerik bir proteindir (Rusnak ve Mertz
2000). Saccharomyces cerevisiae'de, kalsindrinin katalitik alt birimi CNA1 ve CNA2
genleri tarafindan kodlanirken, tek bir gen olan CNBI1, duzenleyici alt birimi kodlar
(Viladevall ve ark. 2004).

Mantar hicrelerindeki kalsiyum- kalsinoriin sinyal yolagi eksternal strese karsi plazma
zar1 kalsiyum akis sistemi (HACS: Yiiksek Afinititeli Ca™ akim sistemi ve LACS: Diisiik
afiniteli Ca™ akim sistemi) aktive edilir; bu da hicre ici kalsiyum konsantrasyonunda
artisa yol acgar. Ayrica basilica kalsiyumun depolandigi organlellerden kalsiyum
salinmasiyla kalsiyum konsantrasyonda gegici bir artis gerceklesebilir. Giderek artan
kalsiyum konsantrasyonu CaM tarafindan algilanir ve CaM kalsiyum iyonunu baglar.

Kalsiyum baglanan CaM (Ca**-kalmodulin) 6zellikle kalsinérin A alt birimine baglanir


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=D%C3%BCrvanger+Z&cauthor_id=31553290
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Harmat+V&cauthor_id=31553290
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lin+L&cauthor_id=29499842

ve ayni anda kalsindrin B alt birimindeki yuksek afiniteli kalsiyum baglanma domainini
aktive eder. Aktif kalsinérin CRZ1 ve PRZ1 defosforilasyonu ve translokasyonunu
sitoplazmadan ¢ekirdege indiikleyerek asagi akim hedefleri tizerinde hareket eder. Bu da
Kalsinérin—-CRZ1 sinyali Ca*™-kalsinérin bagimli hedef genlerin bir kiimesinin
aktivasyonunu indiiklemis olur. Daha sonra Ca**organeller tarafindan ¢ekilmesi ile hiicre
ici Ca™ konsantrasyonu bazal seviyeye indirilir (Sekil 2.2) (Liu ve ark. 2015).
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Sekil 2.2. Mantar hicrelerindeki kalsiyum- kalsinériin sinyal yolag: (Liu ve ark.2015).

2.3.Yuksek Afiniteli Kalsiyum Sistemi

S. cerevisiae’da diger eukaryotlarda oldugu gibi sitozolik serbest kalsiyum
konsantrasyonunu [Ca**] hiicre plazma zar1 boyunca ve hiicre i¢i mebran sistemleri
boyunca gegisini aktif bir sekilde diisiik seviyede tutar (Cunningham ve Fink 1994). Bazi
sinyaller (katyonlar, pH, mavi 1s1k, mantar ilaglari, etanol vb.) hiicre i¢i Ca*™
konsantrasyonunu arttirir. S. cerevisiae‘da, Hipoozmolarite, 1s1 soku, feromonlar, E.R
stresi ile Cchl-Midl plazma membran kanalinin uyarilmasi sitozolik serbest Ca™
konsantrasyonun artmasina ve Crz1 gibi hedef proteinlerini defosforile eden kalsindrinin
aktivasyonuna neden olur. Ca** iyonlar sitoplazmaya dis ortamdan ya da plazma zari
Ca'™" kanal kompleksi Mid1/Cch1 veya endoplazmik retikulum, katyon kanali yvcl veya

mitokondri yoluyla vakuol gibi hicre i¢i kalsiyum depolarindan hiicre i¢i Ca™



konsantrasyonunu arttirir (Thewes 2014, Bonilla ve Cunningham 2003). Hiicre i¢i [Ca*™]
konsantrasyonu artis1 ¢esitli mekanizmalar ile etki ederek Ca**mobilizisasyonuna neden
olan sinyalleri devreye sokar ve artan Ca** seviyesi bircok hiicresel yolu tetikleyerek Ca*™
duyarl siiregleri uyarir. Yanit olarak da [Ca™] konsantrasyonu bazal seviyeye cekilir
(Sekil 2.3).

Stimulus

Generation of
Ca** _mobilizing
signals

Resting Ca™* Cal*_sensitive
100 nM processes

Sekil 2.3. Kalsiyum sinyal aginin dort birimi (Berridgeve ark. 2000).

Bu kalsiyum konsantrasyonun hiicrelerde Ca** sitozol ve organellerde optimal seviyede
tutmaya yarayan yliksek oranda diizenlenmis metabolik yolak kalsiyum homeastaz
sistemidir (Cui 2009).

Yiksek afiniteli kalsiyum sistemi (HACS) plazma membran Ca™ kanallar1 ScCchl,
ScMid1 ve ScEcm7’den olusur ve ¢evresel uyaranlara kars: Ca™ akisini olusturmak tizere
aktive edilir. Yiiksek afinite kalsiyum sistemi (HAC), plazma zar1 kalsiyum Cchl, Mid1
ve Ecm7'den olusan kanal, ¢evresel uyaranlara yanit olarak Ca™™ akigina izin vermek igin
aktive edilir (Sekil 2.4.). Sitozolik Ca™'nin gegici artigi, hiicrelerin vakuolar kalsiyum
pompast geni PMC1 ve Er/Golgi kalsiyum pompast geni PMR1 de dahil olmak {izere

kalsiyum duyarli genlerin ekspresyonunu indikleyen kalsiyum/kalsindrin sinyal yolu



aktivasyonu ile streslere diizgiin bir sekilde cevap vermesi i¢in gok dnemlidir (Xu ve ark.
2015).
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Sekil 2.4. Kalsiyum Sinyali Membran Sensorleri. Bircok stres ile indiklenen Mid1-Cchl
Ca kanalinin aktivasyon semasi (Levin 2011).

2.4. S. cerevisiae’da Glukoz Kullamimi ve Glukoz Sinyal Mekanizmalar:

Saccharomyces cerevisiae tercihen fermente edilebilir bir karbon ve enerji kaynagi olarak
glikozu kullanir. Glikoz, fruktoz veya mannoz gibi hizli bir sekilde fermente edilebilir
karbon kaynaklar1 mevcut oldugunda, alternatif karbon kaynaklarinin tagmmasi ve
metabolizmasinda ve solunum fonksiyonunda yer alan karmasik bir diizenleyici ag aktive
edilir (Conrad ve ark. 2014). Bu uyarlamalar esas olarak AMP ile aktive edilmis kinaz
olan Snfl'e baghdir. Ilk olarak tomurcuklanan mayada tanimlanan Snfl, 6karyotlarda
yuksek oranda korunan ve memelilerde, bitkilerde ve mantarlarda enerji homeostazi igin
gerekli olan snf1l/AMPK protein kinaz ailesinin tyesidir. AMPK'ler, enerji rezervlerinin
tilkkendigi kosullar1 algilamada ve bunlara yanit vermede merkezi bir rol oynar ve hem

enerji iiretimini hem de korunmasini tesvik eder (Conrad ve ark.2014).
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Glukozun ¢ogu Okaryot tarafindan karbon kaynagi olarak kulanilmasi ve hiicresel
fonksiyonlar Uzerine birgok etkisinin oldugu bilinmektedir. Glukoz glikolitik yolakta
metabolize edilen bir monosakkarit, karbon kaynagi olmasina ek olarak hiicrede ikincil
mesajci gibi davranarak S. cerevisiae’da glukoz sinyal iletim yolaklarini aktive eder (Broach
2012). Ik adim glukoz sinyalinin Gretilmesidir. Glukoz sinyalinin tretilmesine dair iKi
model 6nerilmektedir. Bunlardan ilki hiicre ici glikoz veya metabolitlerinden olusan

sensor sistemi, digeri ise mebranlara bagli sensor sistemleridir (Lucero ve ark. 2002).

S. cerevisae da iyi bilinen U¢ adet glukoz algilama sistemi bulunmaktadir. Her sistem
glukoz sinyalini farkli sekilde algilar ve iletir. Birinci mekanizma glukoz seviyesi yiuksek
oldugunda Snfl protein kinaz araciligiyla gen ekspresyonunun baskilanmasina neden
olur. Diger mekanizmada membranda bulunan sensor faktorler olan Snf3 ve Rgt2
tarafindan ardisik sinyaler ile glikoz tasiyicilarini kodlayan genleri indiikler. Son
mekanizma ise farkli bir membran sensoéri olan ve Gprldir. Bu faktér G-proteini

birleserek ikincil mesaj olan cAMP aracili olarak iglev goriir (Kaniakve ark. 2004).

Glukoz algilanmas1 ve sinyalizasyonu igin yapilan deneysel ¢alismalarda maya
hiicrelerinde hekzos tastyicilarin kodlandigi (HXT) genlerinin oldugunu ve farkli glikoz
seviyelerine gore indiiklendigini ortaya ¢ikarmistir (Ozcan ve ark. 1996). Heksoz
tastyicilarin transkripsiyonu 10 ila 300 kat indiiklenir. HXT nin glukoz indlksiyon analizi
gen ekspresyonu iig tiir diizenleme ortaya ¢ikarmistir. Birincisi seker konsantrasyonundan
bagimsiz olarak glukoz ile indiksiyon, ikincisi yuksek glukoz konsantrasyonunda
baskilama ve {iciinciisii diisiik glukoz konsantrasyonunda baskilamadir (Ozcan ve

Johnston 1995).

S. cerevisae 'de glukoz sinyalizasyonuna katilan bes farkl sistem bulunmustur. Ras/PKA,
Gprl/Gpa2, Sch9, Snfl ve Rgt2/Snf3. Snf3p yiksek afiniteli glukoz tasiyicisi, diisiik
glukoz konsantrasyonuna yanit veren sensor olarak islev goriir, ¢iinkii birkag heksoz
tastyicisinin ekspresyonunun indiiklenmesi igin gereklidir. Snf3p'ye carpici bir sekilde
benzeyen ve yuksek glukoz seviyelerine yanit olarak gen ekspresyonunun indiiksiyonu

icin gerekli olan baska bir belirgin glukoz tasiyicisi ise Rgt2’dir (Ozcan ve ark. 1996).
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Glukozun gen ekspresyonu tizerinde baskilama etkisi oldugu bilinmektedir. Son veriler,
glukoz baskisinin glukoz alimini ve metabolizmasimi gerektirdigini gostermektedir.
Yiksek glukoz konsantrasyonlarinin yoklugunda glukoz baskilanmis genlerin (GAL1 ve

SUC?2 gibi) derepresyonu, protein kinaz Snf1'i gerektirir (Ozcan 2002).

Glucose concentration High Lo MNaone
Sensors F!g‘tz Snf3 Hgtzf Snf3
Regulators (Mth1/ Std 1] [(Mth1/ Std 1] [Mth1/ Std 1]
Transcriptional Rgti Rgt1 Rgt1
repressor J- J- J-
Target genes HXT1/6 HXT2/4 HXT1/2/4/6
Transcriptional Activation Activation Reprassion
responsea

Sekil 2.5. Glukoz seviyesine gore gen ifadesinin dizenlenmesi (Kayikci ve Nielsen
2015).

Glukoz baskilanmas1 mikroorganizmalarda yaygin olarak goriiliir. Bu sayede alternatif
karbon kaynaklarinin metabolizmasi i¢in gerekli olan ¢ok sayida genin ekspresyonu
diizenlenmis olur. S. cerevisae glukoz baskilanmasi siikroz, maltoz ve galaktoz
metabolizmasi i¢in ve nonfermente gliserol, etanol ve asetat gibi karbon kaynaklarinin
yani sira glikoneojenik, solunum enzimleri ve mitokondriyel gelisimi diizenler (Trumbly
1992). Glukozun baskilama etkisi, birbiriyle baglantili diizenleyici etkilesimler ve sinyal
yollart ile hucresel makinelere iletilir. Bu koordinatif molekdler faaliyetler esas olarak
transkripsiyonel dizeyde etkilerini gosterirler, ancak post-transkripsiyonel ve post-

translasyonel seviyelerde de etkilidir (Kayike1 ve Nielsen 2015).

Glukoz tarafindan baskilanan bir gen sinifi, solunumda yer alan proteinleri (Krebs

dongiisii ve elektron tasima zinciri proteinleri), glukoneogenezi ve glioksilat dongiisii
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genlerini kodlar. Bir bagka 6nemli sinif, 6zellikle GAL, SUC ve MAL genleri ve etanol,
laktat ve gliserol kullaniminda yer alan genler gibi alternatif karbon kaynaklarinin alim
ve metabolizasyon adimlarinda yer alan proteinleri kodlar. Ayrica, yiiksek afiniteli glukoz

tasiyicilar: da yuksek glukoz seviyeleri ile baskilanir (Rolland 2002).

2.5. S. cerevisiae’da Glukoz Transportu ve Depo karbonhidratlarin Biyosentezi

Glukoz hiicrelerde 6nemli bir enerji kaynagidir. Ayrica hiicreler lipit ve protein sentezi
icin substrat olarak kullanir. NADPH {izerinden pentoz fosfat yan yolu, glikoliz ve sitrik
asit dongiisii araciligiyla ATP formunda enerji saglar. Trigliseridler igin gliserol

sentezinde kullanilir, aminoasit Uretiminde de ara Urlinler saglar (Zhao ve Keating 2007).

Onemli bir besin olmasmin yani sira, glukoz hiicre biiyiimesi, metabolizmasi ve
gelisiminin ¢esitli yonlerini diizenlemek i¢in bir “bilylime hormonu” goérevi gorebilir
(Ozcan ve Johnston 1999). Bunlarin yani sira gogu Okaryotik canlida glukoz gen ifadesini
duizenleyen ikincil bir mesaj olarak gorev yapmaktadir. Ornegin S. cerevisiae glukoz,
glukoz baskilmasi ve glukoz indlksiyon olarak bilinen iki farkli yol araciligiyla gen
ekspresyonu diizenler (Ozcan 2002). Dolayisiyla glukozun hiicreye alinimi énemli bir

fizyolojik yolaktir. Mebranlar arasi hareketi 0zel tasiyicilar gerektirir (Yan 2017).

S. cerevisiae'da HXT1-HXT17, GAL2, SNF3 ve RGT2 olmak {iizere yirmi farkli heksoz
taginimu ile ilgili gen karakterize edilmistir. HXT ile ilgili tum genler ¢ok yuiksek derecede
(yaklasik olarak % 46,9 ile %99,7 araliginda) dizi benzerligine sahiptir. Bunlardan
HXT1-HXT17 genleri, monosakkaritler glukoz, friktoz ve mannoz icgin Onerilen
tastyicilart kodlar (Tiirkel ve Bisson 1999). S. cerevisiae'da HXT genlerine ek olarak
GAL2 ve maltoz tasiyicilart AGT1 bazi S. cerevisisae suslarinda glukoz alimi i¢in en
onemli olanlaridir (Elbing 2004).
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Sekil 2.6. S. cerevisae 'deki heksoz tasiyici gen ailesi (Wieczorke ve ark.1999).

Trehaloz alfa, alfa-1,1 baglantis1 ile baglanmis iki glukoz molekilinden olusan
indirgenemezlige sahip bir tiir disakkarittir. Beyaz, kokusuz toz ve goreli tatliligi
stikrozun %45°1 kadardir (Wang ve ark. 2013). Bakteri varyetelerinden, mantarlarda, bazi
bitkilerde ve bazi hayvanlarda 6nemli fizyolojik islevleri bulunmaktadir (Hounsa ve ark.
1998).

Trehaloz, mantarlarin hem vejetatif hem de iireme yapilarinda yaygin bir disakkarittir.
Ozellikle mayada, parcalandiginda bir karbon ve enerji kaynagi olarak hizmet eden bir
depo karbonhidrat olarak kabul edilir ve ayrica maltoz kullanimi sirasinda bir glikoliz
dizenleyicisi olarak islev gorebilir (Gadd 1987). Ayrica mayada, trehaloz bir depo
bilesigi olsa da farkli abiyotik stres turlerine adaptif tepki i¢in kullanilabilir. Ayrica
trehaloz 6-fosfatta, trehaloz biyosentezi ara maddesinin glikoliz sirasinda glukoz
metabolik akisinin bir diizenleyicisi oldugu gosterilmistir (Avonce ve ark. 2006). Bu
sebeple trehaloz, bir enerji kaynagi olarak ve mikroorganizmalarda ve omurgasizlarda

stres cevabinda merkezi bir role de sahiptir.
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Bakteri, mantar, arkea ve boceklerde ozmotik koruyucu olarak 6nemli bir roli
bulunmaktadir (Voogd ve ark. 2016). Dogrudan kaniti mantarlar i¢in azdir, ancak
calismalar, yiiksek bir karbonhidrat igeriginin ekmek mayasmin otolize direncini
artirabilecegini gostermistir. Dehidrasyona kars1 koruyucu olarak trehalozun rolii, maya
disindaki biyolojik sistemlerde daha fazla dikkat ¢ekmistir. Trehaloz dongusu hayatta
kalmak i¢in dehidrasyon sirasinda trehaloz sentezi ve/veya rehidrasyon sirasinda
bozulmasi ile iliskilidir (Gadd 1987). Trehalozun bu tur 6nemli streslerde canliligin
devamu icin depo edildigi ve stres sartlar1 ortadan kalktiginda hizlica hidrolize edildigi

bilinmektedir. Bu stres kosullar1 ylksek seker, tuz, sicaklik, kuruma vs dir.

Trehaloz sentezi trehaloz-6-fosfat sentaz (Tpsl) geni ve trehaloz-6-fosfat fosfataz geni
(Tps2) Tsll tarafindan kodlanan diizenleyici alt birim ve Tps3 den olusan bir kompleks
tarafindan gergeklestirilir (Hounsa ve ark. 1998). Trehaloz biosentezi igin bilinen en az
bes yol bulunmaktadir. i1k kesfedilen yol 50 y1l nce kesfedilmis olup yaygin bir dagilim
gosterdigi bilinmektedir. Bu yol trehaloz-6-fosfat sentaz (TPS) ve trehaloz-fosfataz (TPP)
ile katalize edilen iki enzimatik adimi igerir. TPS glukozun UDP-glukozdan glukoz-6
fosfat formuna doniistiiriilmesini katalize eder. TPP’de Trehalose 6-phosphate (T6P) ve
UDP’yi trehaloza ve inorganik fosfata defosforile eder (Avonce ve ark. 2006).

2.6. HXT2, HXT4 ve TPS1 Genleri ve Glukoz Metabolizmasindaki islevleri

Mayada glukoz konsantrasyonuna yanit olarak hiicre metabolizmasinin yeniden
programlanmasi igin biiyiik bir gen seti baskilanir ve/veya indiiklenir. Bu esas olarak
transkripsiyonel diizeyde kontrol edilir. Glukoz tasiyicilarin ana grubunun ifadesi, HXT1-
4 ve HXT6 ve HXT7 olup Snf3 / Rgt2-Rgt 1 (SRR) sinyal yolu ile kontrol edilir
(Adamczyk ve ark. 2017). HXT2, yiksek afiniteli bir glukoz tasiyicisidir. S. cerevisae nin
ana kolaylastirilmis difiizyon stper ailesinin (MFS) bir Uyesidir (Kasahara ve Kasahara
2003).

HXT2’nin DNA dizisinin analizi sonucu olarak 59.84 kDa boyutunda bir protein
kodlayabilen 541 kodonluk agik okuma g¢ergevesine sahip oldugu ortaya konmustur.

Tahmin edilen protein prokaryotlardan eukaryotlara yiiksek oranda sekans ve yapisal
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homoloji gostermektedir. Bu protein transmembran etki alanlar1 olusturabilecek 12
hidrofobik bdlgeye sahip olup bu transmebran etki alanlarinin olduk¢a korunmus bolgeler
oldugu bilinmektedir (Kruckeberg ve Bisson 1990).

Saccharomyces cerevisiae daki glukoz ve fruktoz alimina, hem yiiksek (glukoz i¢in Km
=1 ila 2 mM, fruktoz i¢in 5 ila 7 mM) hem de diisiik (glukoz i¢in Km =15 ila 20 mm ve
fruktoz i¢in 50 ila 100 mM) afinite tasima sistemi aracilik eder. Diisiik afiniteli alim,
kolaylastirilmis difiizyon ile ortaya ¢ikmaktadir. Yiiksek afiniteli alim, diisiik afiniteli
(yuksek glukoz konsantrasyonu) ortamda yetistirilen hiicrelerde ifade edilmez. Yuksek
glukoz konsantrasyonlarinin varligi ve mutant ¢alismalar bu tasima sisteminin glukoz
katabolit baski kontrolii altinda oldugunu ortaya koymustur (Bisson 1987). HXT2
ekspresyon seviyesindeki regiilasyonu sadece diisiik glukoz seviyeleri ile indiklenir. Bu
diizenleme, transkripsiyon faktorii Rgtl tarafindan yapilir. Rgtl hem aktivator ve hem de
represor olarak islev gortir. Rgtl fonksiyonu, yiksek glukozda retilen hucrelerde inhibe
edilir ve HXT genlerinin derepresyonuna yol agar. Rgtlp'nin diisiik glukoz seviyeleri ile
inhibisyonu ve dolayisiyla HXT2 ekspresyonunun indiksiyonu, belirgin bir yuksek
afiniteli glukoz tasiyicisini kodlayan Snf3p gerektirir. Snf3 diisiik glukoz seviyeleri igin
bir sensordiir (Ozcan ve ark. 1996).

Ote yandan yiiksek afiniteli (diisiik-konsantrasyon) heksoz alimi S. cerevisae deki
glukoz, friktoz, mannoz gibi heksozlarin taginimi ylksek glukoz (% 2 veya daha yuksek
seviyeler) tarafindan baskilanabilir. Maya hiicrelerinde diisiik (%0.05) heksoz
konsantrasyonu veya fermante edilemez bir karbon kaynagi iceren ortamda yiiksek
afiniteli heksoz tasiyicilari maksimum olarak ifade edilir (Wendell ve Bisson 1993).
Dolayisiyla maya hiicrelerinin biiyiime ortamindaki heksoz konstrasyonuna gore adaptif
cevap verebilmesi yasamsal faaliyetleri icin elzemdir. Glukoz alimi kinetikleri
incelendiginde HXT2 ve HXT4 (in yiksek affiniteli (Kmgiukoz=10mM) glukoz tasiyicisi
oldugu bilinmektedir (Reifenberger ve ark. 1997). HXT2 ve HXT4, ayn1 zamanda yiiksek
glukoz seviyeleri ile aktive edilen bir represér olan Miglp (multicopy inhibitor of gal
gene expression) tarafindan glukoz baskilamasina da tabidir (Ozcan ve ark. 1996). HXT2
ve HXT4 gen ifadeleri histon modifiye edici faktor olan SAGA (Spt-Ada-Gcn5-

acetyltransferaz) kompleksi ile de kontrol edilir (Oevelen 2005).
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Maya trehaloz-6-fosfat sentaz (Tpsl), trehaloz sentezinde trehaloz-6-fosfat (T6P)
olusumunu Kkatalize eder. Ayrica, Tpsl, hicrede karbon ve enerji dengesinin
korunmasinda islevi vardir. TPS1 geni delesyonlu bir mutantta glukoz ilavesine yanit
olarak ATP kayb1 ve seker fosfatlarinin hiper birikimi sonucu dreme durur (Vicente ve
ark. 2018).

Glucose 6-P Trehalose 6-P

Glucose 1-P

\

UDP-Glucose Trehalose
' CH,OH CH.OH

glycogen,, <+—— glycogen, QDQ

Sekil 2.7. Mayada trehaloz biosentezinin semesi. Trehaloz biosentezi ve UDP- glukoz
kullanimiyla baslayan glikojen ve trehaloz biosentezi arasindaki iligkide
gosterilimektedir (Gancedo ve ark. 2004).

Mayalarda trehaloz sentezi 0ridin-difosfoglukoz (UDP-glukoz) ve glukoz 6-P'den
baslayarak iki adimda gerceklesir. Sentezi katalize eden enzimler, trehaloz 6 —P sentaz
(Tpsl) ve trehaloz 6-P fosfataz (Tps2), diger iki proteinin (Tsll ve Tps3) katildig1 bir
kompleksin pargasidir. Bu son proteinler kompleksin stabilitesinde rol oynar (Sekil 2.7).
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2.7. Hiicre Dongiisii ve Kontrol Mekanizmalari

Hicrenin ya da yasayan bir organizmanin kendini ¢ogaltmasi en temel 6zelligidir. Tum
hiicreler ikiye boliinerek cogalir. Hiicre boliinmesinin her asamasinin tamamlanmasi
tizerine her atasal hiicreden iki yavru hiicre meydana gelmis olur. Bu yeni yavru hiicreler
kendileri buyuyerek yeni hiicre popiilasyonlart olusturur (Cooper 2019). Hucre déngusi
sirasinda bir hiicrenin DNA replikasyonu yavru hiicrelere gonderilecek sekilde
sitoplazmasinin ve orgenellerinin bolinmesini kapsayan olaylar gergeklesir. Cevresel
uyaranlar ve hicre ici kontrol noktalar: tarafindan diizenlenir. Hiicre dongiisii sirasinda
yavru hiicrelere hiicresel igerigin rastgele boliinmesi aymi sekilde hicrelerdeki
biyomolekullerin rastgele etkilesimleri hiicre dongiisiiniin degiskenligine yol a¢ar (Mura
ve ark. 2019).

Kromozomlarin ¢ogalmasi ve yavru hiicrelere aktarilmasi ile ilgili olaylar tim hcre
dongiileri i¢in ortaktir. Clink(, birkag istisna diginda, yeni boliinmiis bir hiicrenin hayatta
kalmak icin tam bir genoma sahip olmasi gerekir (Nurse 2000). Hiicre dongusu iki temel
kisma ayrilir: mitoz ve interfaz. Mitoz (ntikleer bolinme) DNA sentezinin zamanlamasi,
Okaryotik hiicrelerin hiicre dongiisiinii dort ayr1 faza béler, dongiliniin M fazi, genellikle
sitokinez tarafindan takip edilen mitoza karsilik gelir (Cooper 2019). Interfaz sirasinda,

bir hiicre hacimce buyiime ve DNA replikasyonu yoluyla bdliinmeye hazirlanir.

G1 fazi, bir 6nceki bdliinmenin sitokinezinin sonu ile S fazinin baglangici arasindaki
bosluktur ve hiicrenin DNA replikasyonu igin hazirlik asamasinda hacimce biiyiidigi,
hicrenin tekrar bolunip bolinmeyecegine karar verildigi fazdir (Sekil 2.8) (Wenzel ve
Shwar 2018). S fazinda her kromozomun sadece 1 kez replike olmasi saglanir. G2 fazi
ise mitoza hazirlik asamasidir. Bu asamada sentromer duplikasyonu gerceklesir. Ancak
S. cerevisiae da sentromer islevini gergeklestiren yapi niikleus zarinda bulunan Spindel
Pole Body (SPD) cisimcigidir (Feldman 2012). Yiksek organizasyonlu, doku organ
farklilagmasi gosteren Okaryotlardan farkli olarak S. cerevisiae da mitozda niikleus zar
kaybolmaz. Bu tiir bolinmeye kapali mitoz denir. S. cerevisiae da 6karyortlardan fakli

olarak lizozom da bulunmaz. Lizozom islevi vokuol tarafindan gergeklestirilir (Feldman
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2012). S. cerevisiae'da hiicre boliinmesi islevsel olarak normal mitoz olsa da bazi

kaynaklarda halen tomurcuklanma ile bolinme olarak adlandirilmaktadir.

Confocal Widefield

Sekil 2.8. Hiicre dongiisii asamalarinin sematik gosterimi. Konfakal (sol) ve genis alan
(orta) mikroskopta hiicre dongiisii asamalari. HUlcre dongiisii semetik taslagi (sag)
(Schonenberger ve ark. 2015).

Memeli hiicre dongiisiinin G1 fazindaki kisitlama (restriction)/kontrol noktasi
(Checkpoint), hiicre biiylimesini ve boliinme dongiisiinii diizenleyen iyi bilinen ve yaygin
olarak kabul edilen bir kontrol elemanidir (Cooper 2003). Kisitlama noktasindan
gecmeden once, bazi hiicresel ve ¢evresel kosullara bagli olarak hiicre dongiisii
durudurularak htcreler GO veya latent faz adi verilen proliferatif olmayan bir faza
girebilirler. Bu ¢evrim dist durum, geri donisiimsiiz olan yaslilik veya terminal
farklilagma gibi diger hiicre dongiisii ¢ikiglarindan temel olarak farklidir. Cevresel veya
hiicre i¢i kosullar normal duruma geldiginde hicreler, GO'dan tekrar G1'e gecerek hiicre
dongusune devam edebilirler (Grant ve Cook 2017).

Hicre donglisunii kontrol eden faktorler sirasiyla; siklinler (ClIn), siklin bagimli protein
kinazlar (Cdk) ve Cdk inhibitori olan sikline bagli kinaz inhibitorleridir (Cki). Hiicre
dongiisiiniin molekiiler bilesenleri ilk kez Leland Hartwel tarafindan S. cerevisiae da kesf
edilmistir (Hartwel 1973). S. cerevisiae da farkli hiicre donglisii asamalarinin yani M, G1,
S ve G2 asamalarmin mikroskopta kolayca goriintiilenebilmesi ve sartli mutantlarin
kullanilmas: hiicre dongiisiinii kontrol eden faktorlerin tayin edilmesinde 6nemli rol
oynamistir (Hartwell 1973). Cdk’lar hiicre dongusiinde dongii asamasina 6zgii hiicresel

islevlerin koordinasyonunu saglayan kinazlardir (Morgan 1997). Cdk’lar siklinler ile
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kompleks olusturarak aktivite kazanir. CIn-Cdk kompleksi aktiviteleri gevresel ve
hlcresel sinyallere bagli olarak sikline bagli kinaz inhibitorleri (CKI) faktorlerince

kontrol edilir.

Hiicre dongiisii kontrol noktalari, DNA hasarina, DNA replikasyonu veya kromozom
ayrimi gibi hiicre dongiisii olaylarindaki hatalara yanit olarak aktive edilen filogenetik
olarak korunmus sinyal kaskadlaridir (Bartek ve Lukas 2001, 2003). Duzenleyici kontrol
noktalar1 G1/S veya kisitlama kontrol noktasi, G2/M veya DNA replikasyon kontrol

noktas1 ve metafaz/anafaz veya mitoz aparati kontrol noktasini igerir.

Kisitlama kontrol noktast oOncelikle biiylime faktorleri, hiicre biiyiikligl, hiicre
beslenmesi ve DNA hasarindan etkilenir. DNA replikasyonu kontrol noktasi dncelikle

uygun olmayan DNA replikasyonu ve hasarindan etkilenir (Wenzel ve Singh 2018).

2.8. Mayada Hiicre Dongiisii ve Kontrol Mekanizmalari

S. cerevisiae hicre dongusu genetik kontroltinuin analizi i¢in uygun bir organizmadir. Bu
organizma hem haploid hem de diploid hiicre boliinmesi sirasinda ayni olay dizisine
ugrar. Hiicre boliinmesini tamamlama yetene§ini bozan resesif mutasyonlar haploid
hlcrelerden izole edilebilir ve bu tur iki mutasyonun tamamlama sergileme kabiliyeti
diploid hiicrelerde incelenebilir. Ikincisi, tek bir S. cerevisiae, yiizeyinde bir tomurcugun
ortaya ¢ikmasiyla mitotik bir déngiiye baslar ve bu tomurcuk mitotik dongl boyunca
baydr (Hartwell 1973).

S. cerevisae’de blyume ve bOlinme iki asamaya ayrilir, bu iki agamanin arasina
konumlandirilmig kritik bir esik gereksiniminin (critical thresholdr equirement: CTR)
varligi s6z konusudur. Asama 1 biiylime ve CTR’de olusur. Asama 2 ise Gl fazi
sonundaki ‘START” ile basglar. START noktas1 veya agamasi S. cerevisae 'da yeni hiicre
dongiisii agamasinin baglangici i¢in dnemli bir noktadir. Hiicreler START dan gegtikten
sonra, S fazina girmeye ve bir hiicre boliinmesi dongiisiine girmeye kararlidirlar. Bununla

birlikte, START yoluyla ge¢is, maya hiicre dongiisiinde, dis sinyaller tarafindan besin
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maddelerinin mevcudiyeti ve hiicre boyutuna gore kontrol edilen, olduk¢a diizenlenmis

bir olaydir (Sekil 2.9) (Cooper 2019).

Doughter Cell

Mother Cell

Nutrient

/ availability

N

Cell Size

Sekil 2.9. S. cerevisae da hiicre déngusu.

S. cerevsiae’'de hiicre dongiisii agamalarint kontrol eden ve cell division cycle (CDC)
genleri olarak bilinen ¢ok sayida gen tanimlanmigtir. Bu CDC genlerinin S. cerevisiae
genomunun sekanslanmasi ve gen islevlerinin tanimlanmasi sonucu giiniimiizde hiicre
dongusuni kontrol eden Cdk, Cln, Cki ve DNA replikasyonu igin gerekli faktorler oldugu
ortaya ¢ikmistir (Amon 1997).

Bu tez ¢aligmasinin amaci glukoz transportunda islevi olan genlerden HXT2 ve HXT4
genlerinin ¢ok fonksiyonlu depo karbonhidrati olan trehalozun biyosentesinde islevi olan
TPS1 genleri transkripsiyonuna etkilerinin incelenmesidir. Ayrica kalsiyum sinyalinin
hiicre bdliinme hizina ve depo karbonhidrati olarak glikojen birikimine etkilerinin

incelenmesidir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Arastirmada Kullanilan S. cerevisiae Suslar1 ve Ureme Kosullar:

Bu tez arastirmasinda kullanilan S. cerevisiae’nin yaban tip ve mutantsuslart ve 6zellikleri
cizelge 3.1°de verildi. Bu S. cerevisiae suslar1 Frankfurt Universitesi tarafindan kontrol
edilen EUROSCARF maya koleksiyonundan satin alindi. Bu S. cerevisiaesuslarinin tiim
genomlar1 sekanslanmis olup Cizelge 3.1°de verilen delesyonlardan bagka mutasyon
icermedikleri bilinmektedir. Aragtirmamizda yaban tip sus olarak kabul edilen BY4741
(Y00000) (laboratuvar kodu olarak YST124) susu kalsiyum sinyal yollaginin glukoz
transportundan sorumlu bazi genler ve hiicre dongiisii tizerine etiklerinin incelenmesi igin
standart referans sus olarak kabul edilmistir. EUROSCARF’dan saglanan yaban tip ve
mutant S. cerevisiae suslarina ait ornekler ayr1 ayri YPD (Yeast Extract, Peptone,
Dextrose) petrilerine ¢izgi ekimi yapilarak yeniden iretilmek ve canliliklarin
dogrulamak icin 30 °C’de, 48 saat inkiibatorde liremeye birakildi. Delesyonlu suslarin
ilgili gende delesyon igerdikleri satin alinan S. cerevisiae suslar1 G418 (Geneticin) iceren
petrilerde Uretilerek dogrulandi. KanMX4 markor geni igeren delesyonlu suslarin G418
antibiyotigine direcli olduklart dogrulandi. Delesyonlu suslar daha dnce tiretici kurum

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

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslari ve ilgili genotipler.

ST Lab Genotipi ve ilgili mutasyonlar EUR,OSCARF
Kodu Kod’u
YST124 MATa, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0. 2{3032321)
YSTL59 i\n/le':ot\;rSaA’(l)l;r aY3§|g,4};17s\?vA lki’:lael\ljlzxAéloéAsnfl mutanti) Y1431l
YST240 XQI;AS??I%%Il;gs\iéli;ailel\l/lééloéAhog1 mutanti) Y02724
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YPD petrilerinde iiretilen maya suslarindan steril sartlarda kiirdan ile bir miktar érnek
aliarak uzun siireli saklamak i¢cin 1 ml %?20’lik gliserol iceren mikrofiij tiiplerinde
stispanse edildikten sonra —80 °C’de depo edildi. Normal veya zengin besiyeri olarak da
adlandirilan YPD (Yeast Extract, Peptone, Dextrose) ortaminda iiretilen maya suslari tez
deneyleri sirasinda sivi kiiltiir baglatmak i¢in +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edildi. S.
cerevisiae suslarmin tretilmesinde kullanilan besiyeri igerikleri ve bu besiyerlerinin
hazirlanmasinda uygulanan standart yontemler tarafindan agiklandigi sekilde yapildi
(Rose ve ark. 1990). Arastirma kullanilan besiyeri igerikleri ve diger ¢ozeltilerin

hazirlanmasi Ek 1°de verildi.

3.2. Raportor Gen Vektorlerinin Yapisi ve Transformasyonu

Kalsiyum sinyalinin HXT2 ve HXT4 genleri transkripsiyonuna etkisini arastirmak igin
caligmalarimizda Hxt2-lacZ ve Hxt4-lacZ gen flizyonlari kullanildi. Bu plazmidler daha
onceki arastirmalar sirasinda hazirlanmistir (Kruckeberg ve Bisson 1990, Theodoris ve
ark. 1994). Hxt2-lacZ gen flizyonlar1 S. cerevisiae’da ¢ogalma ve seleksiyon i¢in 2pum
replikasyon orijini ile URA3 geni igeren (2um-URA3) YEp vektoru (zerinde
bulunmaktadir. HXT2 gen fuzyonunda HXT2 geni promotor bélgesinin 0,9 kbp’lik
bolimiu bulunmaktadir. Bu kontrol bolgesinin HXT2 geninin glukoza bagli olarak
(Repress ve derepress) diizenlenmesi i¢in yeterli oldugu daha onceki ¢alismalarda

gosterilmistir (Kruckeberg ve Bisson 1990, Theodoris ve Ark. 1994).

Hxt4-lacZ gen flizyonununda da HXT4 geninin UAS bdlgesinin 1605 bp’lik kismi
bulunmaktadir (Kruckeberg ve Bisson 1990, Theodoris ve ark. 1994). Bu bolgenin de
HXT4 gen fiizyonunun glukoza bagli olarak transkripsiyonunun kontrolii i¢in yeterli
oldugu daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir (Theodoris ve ark. 1994, Tirkel ve Bisson
1999).

Calismamizda ayrica kalsiyum sinyalinin TPS1 geni transkripsiyonu Uzerine etkisi de

incelenmistir. TPS1 geni promotor bolgesinin 1kbp’lik boliimii bulunmaktadir. Ayni
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sekilde Tps1-LacZ gen fiizyonu kullanilmis olup daha 6nceki arastirmalarda hazirlanmig

plazmitdir. Bu yontem kisaca asagida 6zetlendigi sekilde uygulandi.

Maya suslar standart sartlar olarak adlandirilan 30 C’de 140 devir/dk doniis hizinda
inklibatorde bir gece iiretildi. Ertesi sabah bu maya suslarinndan 20 ml’lik YPD
besiyerine 500 ml ekim yapildi ve maya suslar1 tekrar standart sartlarda logaritmik
asamaya kadar (yaklasik ODgoo= 1-1.5) iiretildi. Bu asamada maya kiiltiirleri masatistii
santrifijde 1600 rpm’de 5 dk ¢oktiirtildii ve 25 ml steril saf suda suspanse edildi tekrar
yant1 hizda ¢oktiirildi. Sivi faz atildi, maya pelletleri bu kez 1 ml steril 0.1M lityum asetat
cozeltisinde suspanse edilerek mikrofiij tiiplerine alindi. Bu kez maya supansiyonlari
12500 rpm’de 1 dk ¢oktiirtildii sivi faz atildi. Maya pelletleri bu kez 500 pl 0.1M Lityum
asetat’da suspane edildi. Bu maya silispansiyonlarindan mikrofiij tiiptine 50 pl alinarak
tizerine asagida verilen miktarda ve sirada transformasyon ¢ozeltileri ve plazmit DNA’s1

ilave edildi.

240 ul PEG (%50’lik stoktan)

36 ul 1 M LiAOc (taze stok)

6 ul denatiireHerring sperm DNA’s1

4-5 pl (1-2 pg) plazmid DNA’s1

64 ul dsH20

Toplam hacim 350 pl olacak sekilde steril saf su eklendi.

Elde edilen transformasyon karisimi vorteksle karistirip 6nce 30 C’de 30 dk, daha sonra
42 C’de 20 dk bekletildi. Daha sonra transformasyon karigimi1 mikrofiijde 12500 rpm’de
30 sn ¢oktirtildi. Sivi faz atildi. Pellet olan maya hiicreleri 500 pl stersil saf suda
suspanse edildi. Bu transformant maya stispansiyonlarindan Sc-Ura+%2 dekstroz iceren
petriler steril cam baget ile 100 pl yayma ekimi yapildi. Petrilerin yiizeyleri kuruduktan
sonra 30 C’de etlivde transformants maya kolonileri gelisinceye kadar inkiibe edildi.
Koloniler 1-2 mm capinda gelistikten sonra tekrar Sc-Ura+%2 dekstroz igeren petrilere
0.5 cm ebatlarinda pasajlar yapildi. Bu pasajlar da 30 C’de 2-3 inklbe edildi. Pasaj

yapilan maya transformantlar1 bir sonraki agsmada sivi1 kiiltlirlerin hazirlanmasinda stok
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olarak kullanildi. Transformantpetriler deneyler siiresince +4 C’de buzdolabinda

bekletildi.

3.3. Kalsiyum Sinyal Yolaginin Aktivasyonu

HXT2, HXT4, TPS1 promotor aktivitesine kalsiyum sinyal yolagininin etkisini belirlemek
icin Oonce maya transformantlari 10 ml Sc-Ura+%2 dekstroz iceren secici reme
ortaminda ikiserli olarak logaritmik asamaya kadar iiretildi. Log asamasinda maya
kiltiirleri 5’er mI’lik iki kisma boliindi. Bir boliimii normal kosullarda iireme ortaminda
inkiibe edildi. Maya kiiltiirlerinin ikinci 5’er ml’lik kisimlarina ise son konsantrasyonlari
100 mM olacak sekilde (stok 2M) kalsiyum kloriir ilave edildi ve maya kiiltiirleri 4-5 saat
standart iireme sartlarinda iiremeye birakildi. Ureme siiresi sonunda maya kiiltiirleri masa
tstii santrifiijde 1600 rpm’de 5 dk ¢oktiiriildii, siv1 faz atildi. Maya pelletleri 1 ml steril
saf suda siispanse edilerek steril mikrofiij tiiplerine aktarilarak tekrar 12500 rpm’de 1 dk
¢oktiiriildi, s1vi faz atildi. Maya pelletleri bir sonraki asamada -galaktozidaz aktiviteleri
tayini i¢in 200 ul B-galaktozidazlizis tampon c¢ozeltisinde suspanse edildi. Daha sonraki
asamalarda -galaktozidaz aktivitesi tayini i¢in ise maya suspansiyonlart —80 C’de derin
dondurucuda bekletildi. HXT2, HXT4 yulksek afiniteli glukoz tasiyicilaridir. HXT2,
HXT4, TPS1 genlerine kalsiyum sinyal yolaginin derepres kosullarda etkisini analiz
etmek i¢in yukarida agiklanan sekilde iiretilen maya kiiltiirleri logaritmik asamada masa
iistli santrifiijde 1600 rpm’de 5 dk ¢oktiiriildii sivi faz atildi. Maya pelletleri 10 ml steril
saf suda suspanse edilerek tekrar ayni sekilde santrifiijde ¢oktiiriildii, sivi faz atildi. Maya
pelletleri derepres tireme kosullari i¢in Sc-Ura+%0,1 dekstroz iireme ortaminda suspanse
edildi. Bu sekilde hazirlanan maya kiiltiirlerinin bir kismina yukarida agiklanan sekilde

kalsiyum kloriir uygulandi.

3.4. Gen Fiizyonlarindan Transkripsiyon Aktivitesi Tayini

Yukarida aciklandig1 sekilde normal ortamda veya kalsiyum stresi uygulanmis ortamda
tiretilen maya trasnformantlar1 tirme periyodu sonunda masa ustu santriftijde 1600 rpmde

5 dk cokturalda. Coktirilen maya pelletleri 1 ml steril distile suda stispanswe edilerek
mikrofiij tiiplerine aktarildi ve tekrar bu kez 12500 rpmde 1 dk ¢oktiiriildii. Siv1 faz atildi,
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maya pelletleri 200 pl B-galaktozidaz stispansiyon g¢ozeltisinde (B-Gal break buffer)
stispanse edildi (Rose ve ark. 1990). Bu maya siispansiyonlar1 enzimatik aktivitenin tayin
edilecegi asamaya kadar -80 C'de depo edilebilir. Maya siispansiyonlarina maya
hicrelerini B-galaktozidaz enzimini denatire etmeden permeabilize edecek miktarda
daha 6nce verilen miktarlarda SDS ve kloroform ilave edildi. Bu miktarlar %0,1 lik
SDSden 20 ul ve stok kloroformdan da 20 ul dir. SDS ve kloroform ilave dilen maya
siispansiyonlar1 yaklasik 1 dk vortekslenerek maya lizatlar1 elde edildi. Bu maya
lizatlarindan 31ii takimlar olarak 980 ul Z-buffer iceren test tliplerine 20 ser pul maya lizati
ilave edildi ve yavasca karistirildi. Bu asamada deney tiipleri 30 C sicak su banyosuna
koyularak 2 dk bekletildi. Bekleme slresi sonunda tuplere B-alaktozidaz substrati olan
ONPG c¢ozeltisinden 200 ml ilave edildi ve reaksiyon baglama zamani kromometrede
kayit edildi. Reaksiyon ortami agik sari renge doniistiigiinde tiiplere 500 ul 1M sodyum
karbonat ilave edilerek reaksiyonun durmasi saglandi. Deney tiipleri 1600 rpm de 5 dk
santrifiij edilerek tiiplerdeki maya lizatlarinin ¢gokmesi ve berrak sar1 ¢ozelti elde edilmesi
saglandi. Tiiplerdeki reaksiyon ¢ozeltisi spektrofotometre kiivetlerine aktarilarak 420
nm de absorbanslari okunarak kayit edildi. Enzim aktivitelerini normalize etmek icin

maya lizatlarinda protein konsantrasyonlar1 tayin edildi.

Protein konsantrasyonu tayini daha once agiklandig1 sekilde Lowry metodu ile yapildi
(Lowry ve ark. 1951). B-galaktozidaz ve Lowry deneyleri i¢in kullanilan ¢ozeltilerin
hazirlanmasi da Ek.1’de verildi. B-galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg ¢Oziinlr protein
basina hidroliz edilen nmol ONPG olarak verildi (nmol ONPG/dakika/mg protein). 3 -
galaktozidaz deneyleri ii¢ tekrarli olarak yapildi. Maya transformantlari da en az iki
tekrarli olarak tiretildi. Bu nedenle sonuglar boliimiinde verilen aktivite degerleri en az
altt bagimsiz deneyin ortalamasidir. Aktivite hesaplar1 Ek.2’de verilen formiile gore

Excel tablolar1 hazirlanarak yapildi.
3.5. Kalsiyum Sinyalinin Mitotik indekse Etkilerinin Tayini
Kalsiyumun hiicre dongiisii agamalarina ve mitoz gegiren hiicre oranina (mitotik indekse)

etkileri de yaban tip, Asnf, ve Ahogl mutant hiicrelerinde fenotipik olarak incelendi.

Normal iireme ortami olan 10 ml YPD’de logaritmik asamaya kadar {iretilen maya suslar1
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bu asamada 5’er mI’lik iki kisma boliindii. Bir kismima son konsantrasyonu 100 mM
olacak sekilde steril CaCl eklendi ve standart iireme kosullarinda 4 saat inkiibe edildi.
Bekleme suresi sonunda maya kdlttrlerinden direkt olarak 25-50 pl kadar numune
alinarak 151k mikroskobunda 10x40 biiyiitme ile incelendi. S. cerevisiae hiicrelerinin
farkli hiicre dongiisii asamalarindaki fenotipik goriintiilerinin tayini ve hucre dongusu
asamalarina karar vermek i¢in Sekil 3.1°de verilen fenotipik referanslar temel alindi. Bu
fenotiplerde tomurcuk igermeyen hiicreler G1, tomurcuk uzunluklar esit olan ana ve
yavru hiicreler mitoz, tomurcuk uzunlugu ana hiicre uzunlugunun yaklasik 2/3 kadari olan
hicreler G2 ve tomurcuk baslangict ise hiicre dongiisiiniin S fazi olarak kabul
edilmektedir. Mitotik indeks degerleri goriintii alaninda sayilan 100 maya hiicresinden

mitoz asamasinda olanlarin % orani olarak verildi.

_ mGZ/M g

G1 ™

Sekil 3.1. S. cerevisae hiicre dongiisii asamalariin sematik gosterimi. Hucre déngusu
analizinde referans olarak kullanilan S. cerevisiae fenotiplerinin sematik gosterimi.

3.6. Kalsiyum Sinyalinin Hiicre Uremesine Etkilerinin incelenmesi

Kalsiyumun S. cerevisiae suslarinin {ireme hizina etkileri yaban tip S. cerevisiae
(BY4741) kiiltirlerinin 100 mM kalsiyum igeren ve igermeyen sivi kiiltiirde iireme
degerlerinin (OD600 degerlerinin) ikilenme siirelerine uygun zaman araliklari ile
spektrofotometrik olarak Ol¢iilmesi ile tayin edildi. Bunun i¢in 10 ml YPD ortaminda

gecelik on kiiltiirler hazirlandi. Ertesi sabah 100 mM kalsiyum igeren ve icermeyen taze
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10 ml YPD Kkiiltiirlerine ikiserli olarak baslangic OD600 degerleri ortalama 0.25 olacak
sekilde on kiiltiirlerden ekim yapildi, baslangic OD600 degerleri 0 zaman olarak kayit
edildi. Bu maya Kkiiltiirleri standart kosullarda (30 C, 140 rpm doniis hizi/dakika)
calkalamali inkiibatorde tiremeye birakildi ve maya hiicrelerinin ikilenme siiresi olan her
90 dakikada bir 100 pl 6rnek alinarak maya kiiltiirlerinin ODegoo degerleri tayin edildi.
Elde edilen ODsoo degerlerinin ortalamalari ve standart sapma degerleri de hesap edilerek
ornek alinan zaman araliklarina gore grafige aktarildi ve iireme egrileri elde edildi. Elde

edilen iireme egrileri sonuglar bélimiinde verildi.

3.7. Kalsiyum Sinyalinin Glikojen Birikimine Etkilerinin Incelenmesi

Kalsiyum sinyalinin depo karbonhidrati olan glikojen birikimine etkisi kalitatif olarak
petri testleri ile belirlendi (Chester 1967). Bunun igin 100 mM veya 200 mM kaliyum
iceren YPD petrileri hazirlandi. Yaban tip, snf1A ve hog1lA mutants suslari normal 10 ml
YPD siv1 besiyerinde logaritmik asamaya kadar standart sartlarda iiretildi. Bu asamada
maya Kdlturlerinin ODeoo degerleri spektrofotometrede olgiildii ve butin maya
kltrlerinin ODeoo degerleri 2 olacak sekilde steril YPD besi kullanilarak ayarlandi.
ODesoo: 2 olan s1vi maya kiiltiirlerinden her defasinda 10X seyreltilecek sekilde 5 seri
seyreltme yapildi. Bunun i¢in steril mikrofiij tiiplerine 900 ul YPD besiyeri alind1 ve stok
kilturden 100 pl alinarak tiipten tibe de 100er ul aktarilarak seyreltmeler hazirlandi. Bu
seyreltilen maya kiiltlirleri normal YPD, ortamina ve farkli konsantrasyonlarda kalsiyum
iceren YPD petrilerine her seyreltmeden 4er pl olacak sekilde damla ekimi yapildi. Petri
ylizeylerinin oda sicakliginda kurumasi beklendi. Petriler 30 C etiivde 48 saat bekledikten
sonra fotograflandi. Maya kolonilerinde biriken glikojen miktarinin tayini i¢in ise petri
kapaklarina 3 numara Whatman kagid1 yerlestirildi. Bu kagitlarin {izerine filtre kagitlarinm
slatacak kadar (yaklasik 5 ml kadar) liigol ¢ozeltisi konuldu. Daha sonra liigol ile
1slatilmis petri kapaklarina maya kolonilerini igeren petriler kapatilarak 20 dk kadar

beklendi. Bekleme suresi sonunda maya kolonilerinin fotograflari alinarak kayit edildi.
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3.8. HXT2, HXT4, ve TPS1 Genleri Promotorlarimin Biyoinformatik Analizi

HXT2, HXT4 ve TPS1 genleri transkripsiyonlar1 ¢ok sayida transkripsiyon faktorii
tarafindan kontrol edilmektedir. Bu analizler icin YEASTRACT veri tabanina kayitli olan
ve farkli arastirmacilar tarafindan cesitli teknikler kullanilarak (Micro-array, ChiP, Ikili
hibrid, vd) HXT2, HXT4 ve TPS1 genleri ekspresyonunda islevi oldugu rapor edilen
transkripsiyon faktorleri incelendi. Kalsiyumla aktive edildigi bilinen transkripsiyon
faktorl Crzlp’nin S. cerevisiae genomunda baglandigi deneysel olarak gosterilen sekans
bilgileri de YEASTRACTdan derlenerek ¢izelge 3.2 de verildi. Crzpnin HXT2, HXT4 ve
TPS1 genlerinin promotor bolgelerindeki baglanma dizileri belirlenerek sonuglar
boélimande verildi. Snflp ve Hoglp kinazlarinin hedef substratlar1 SGD (Saccharomyces
cerevisiae Genome Data Base) veri taban1 kullanilarak analiz edildi. inceleme sonuglari

boliim 4’de bulgular olarak verildi.

Cizelge 3.2. Crzlp transkripsiyon faktdriiniin bazi baglanma dizileri. Inceleme igin
internet kopriileri agik birakilmigtir (Anonim 2020b).

Crzlp GAATGGCTG | TRANSFAC MEME View
Crzlp GGGTGGCTG | TRANSFAC MEME View
Crzlp GNGGCKCA | TRANSFAC MEME View
Crzlp GGGGCTG TRANSFAC MEME View
Crzlp GAGCCC TRANSFAC MEME View
Crzlp CAGCCAC TRANSFAC MEME View
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http://www.yeastract.com/view.php?existing=protein&proteinname=Crz1p
http://www.yeastract.com/matrix.php?type=transfac&tf=Crz1p&consensus=GAATGGCTG
http://www.yeastract.com/matrix.php?type=meme&tf=Crz1p&consensus=GAATGGCTG
http://www.yeastract.com/view.php?existing=consensus&proteinname=Crz1p&consensus=GAATGGCTG
http://www.yeastract.com/view.php?existing=protein&proteinname=Crz1p
http://www.yeastract.com/matrix.php?type=transfac&tf=Crz1p&consensus=GGGTGGCTG
http://www.yeastract.com/matrix.php?type=meme&tf=Crz1p&consensus=GGGTGGCTG
http://www.yeastract.com/view.php?existing=consensus&proteinname=Crz1p&consensus=GGGTGGCTG
http://www.yeastract.com/view.php?existing=protein&proteinname=Crz1p
http://www.yeastract.com/matrix.php?type=transfac&tf=Crz1p&consensus=GNGGCKCA
http://www.yeastract.com/matrix.php?type=meme&tf=Crz1p&consensus=GNGGCKCA
http://www.yeastract.com/view.php?existing=consensus&proteinname=Crz1p&consensus=GNGGCKCA
http://www.yeastract.com/view.php?existing=protein&proteinname=Crz1p
http://www.yeastract.com/matrix.php?type=transfac&tf=Crz1p&consensus=GGGGCTG
http://www.yeastract.com/matrix.php?type=meme&tf=Crz1p&consensus=GGGGCTG
http://www.yeastract.com/view.php?existing=consensus&proteinname=Crz1p&consensus=GGGGCTG
http://www.yeastract.com/view.php?existing=protein&proteinname=Crz1p
http://www.yeastract.com/matrix.php?type=transfac&tf=Crz1p&consensus=GAGCCC
http://www.yeastract.com/matrix.php?type=meme&tf=Crz1p&consensus=GAGCCC
http://www.yeastract.com/view.php?existing=consensus&proteinname=Crz1p&consensus=GAGCCC
http://www.yeastract.com/view.php?existing=protein&proteinname=Crz1p
http://www.yeastract.com/matrix.php?type=transfac&tf=Crz1p&consensus=CAGCCAC
http://www.yeastract.com/matrix.php?type=meme&tf=Crz1p&consensus=CAGCCAC
http://www.yeastract.com/view.php?existing=consensus&proteinname=Crz1p&consensus=CAGCCAC

4. BULGULAR

4.1. Kalsiyum Sinyalinin HXT2, HXT4 ve TPS1 Transkripsiyonuna Etkileri

HXT2 ve HXT4 S. cerevisiae’da glukoz transportu i¢in membranda yer alan glukoz farkli
afinitelerde olan transporter kanallarindan ikisini kodlayan genlerdir. HXT2 ve HXT4’{in
transkripsiyonu glukoz baskilamasi ile de kontrol edilir, bazal seviyede oldukga yiiksek
miktarda transkripsiyonlar1 yapilir. TPS1 ise depo ve stres karbonhidrati olan trehalozun
biyosentezinde yer alan trehaloz fosfat sentaz enzim kompleksindeki alt birimi kodlar. Bu
genlerin bazal seviyedeki transkripsiyonlarina kalsiyum sinyalinin etkisi incelendiginde
bazal trankripsiyonlarinin kalsiyum uyarimi ile en az 2-3 kat aktive edildigi bulundu
(Cizelge 4.1). Bu genler glukoz baskilamasi ile de kontrol edildiginden kalsiyum
sinyalinin bu genlere olan etkisi glukoz baskilamasinin olmadigi derepres kosulardaki

etkisi de incelendi.

Cizelge 4.1. Kalsiyum Sinyalinin yaban tip maya susunda repres sartlarda HXT2, HXT4
ve TPS1’de transkripsiyona etkileri. *3-Galaktozidaz aktiviteleri nmol ONPG/dakika/ mg
protein olarak verilmistir. £ SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir.

Gen Flizyonlar1 ve B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)
Gen Fiizyonlar

Normal Ortam +100 mM Ca*?
HXT2-LacZ 2295 + 42 5989 + 43
HXT4-LacZ 1028 + 4 3488 + 716
TPS1-LacZ 4992 + 161 9847+ 200

Bunun i¢in diisiik glukoz iceren ortama aktarilan yaban tip maya susunun HXT2, HXT4
ve TPS1 transformantlar1 kalsiyum stresi uygulanan ve uygulanmayan ortamlarda
tiretildi. Elde edilen sonuglar kalsiyum stresinin derepres kosullarda bu genler izerine
etki etmedigini gostermektedir (Cizelge 4.2). Repres kosullardan derepres kosullara
geciste HXT2, HXT4 ve TPS1 geni transkripsiyonlarinda ortalama 2-kat artis oldugu

goriildii (Cizelge 4.2). Fakat derepres kosullarda iiretilen maya transformantlarina
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kalsiyum stresi uygulandiginda transkripsiyonlarin daha fazla aktive edilmedigi goriildii
(Cizelge 4.2). Bu durum kalsiyum stresi ile aktive edilen transkripsiyon faktdrlerinin
HXT2, HXT4 ve TPS1 genlerinde bazal transkripsiyon durumundaki promotor yapisina
etki ettigini gostermektedir. Derepres kosullara ek olarak, maya suglar1 fermente
edilemeyen karbon kaynagi olarak gliserol igeren ortamda iiretilip bu durumda kalsiyum
stresinin etkisi de test edildi.

Cizelge 4.2. Kalsiyum Sinyalinin yaban tip maya susunda derepres sartlarda HXT2, HXT4
ve TPS1’de transkripsiyona etkileri. Birim tanimlar gizelge 4.1°de verildigi sekildedir.

Gen Fiizyonlar ve B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(x SD)
Gen Fiizyonlar Normal Ortam +100 mM Ca*?
HXT2-LacZz 5983 + 301 6872 + 167
HXT4-LacZ 5838 + 336 7782 £ 357
TPS1-LacZ 9813+ 283 11311+ 653

Glukoz sinyalinden bagimsiz olarak kalsiyum sinyalinin HXT2, HXT4 ve TPS1 genleri
transkripsiyonuna etkileri ise maya transformantlarini karbon kaynagi olarak %2 gliserol
iceren tam besiyerinde Ureterek tayin edildi (Cizelge 4.3). HXT2 ve HXT4 genleri ana
aktivator faktorii Rgtlp olup diisiik glukozda aktif bir transkripsiyon faktorii oldugu
bilinmektedir. Rgtlp non-fermentatif kosullarda yani glukozun olmadigi ortamda aktif
degildir. Gliserol ortaminda ftiretilen mayalarda bu genlerin transkripsiyonu Rgtlpden
bagimsiz olan transkripttir. Rgt1p nin aktif olmadig: gliserol igeren ortamda tiretilen maya
transformantlarinda kalsiyum stresi uygulamasinin bu genlerde farkli seviyelerde
aktivasyona yol acgtigi goriildii (Cizelge 4.3). Non-fermentatif olarak dretilen maya
susunda kalsiyum sinyaline yanit olarak HXT2 geni yaklagik 2-kat aktive edilirken, HXT4
ve TPS1 genlerinde ayni seviyede aktivasyon goriilemedi. Bu sekilde kalsiyum sinyal
iletim yolagina ve kalsiyum stresine bagli olarak aktive edilen faktorlerin repres, derepres
ve non-ferementatif iireme kosullarinda arastirmada incelenen promotorlara farkli

sekillerde etki ettikleri bulundu.
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Cizelge 4.3. Kalsiyum Sinyalinin yaban tip maya susunda non-ferementatif sartlarda
HXT2, HXT4 ve TPS1’de transkripsiyona etkileri. Birim tanimlari ¢izelge 4.1°de verildigi
sekildedir.

Gen Fiizyonlar1 ve B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(x SD)

Gen Fiizyonlari Sc-Ura +%?2 Gliserol Ortam1 | +100 mM Ca*?

HXT2-LacZ 1341 + 240 2552 + 140
HXT4-LacZ 1689 + 117 2674 + 38
TPS1-LacZ 3120 + 86 5642 + 43

4.2. Protein kinaz Snf1’in HXT2, HXT4 ve TPS1’de transkripsiyona etkileri

Yaban tip maya susunda farkli tireme kosullarinda (repres, derepres ve non-fermentatif)
kalsiyum stresinin etkileri test edildikten sonra S. cerevisiae’da kalsiyum iyon stresleri
ile de aktive edildigi bilinen protein kinaz olan Snflp’nin kalsiyum stresi kosiullarinda
HXT2, HXT4 ve TPS1 geni transkripsiyonun kontrolinde yer alip almadiklar1 da test
edildi. Bunun igin HXT2, HXT4 ve TPS1 gen fiizyonlarini i¢eren raportor vektorler Snflp
kinazi icermeyen (Asnfl) mutant suslara transform edildi. Kalsiyum stresinin en 6énemli
etkisinin bazal seviyedeki transkripsiyona oldugu bulundugundan bu susda derepres ve
non-fermentatif kosullar test edilmedi. Yapilan deneylerde Asnfl mutant susunda
kalsiyum stresine yanit olarak HXT2, HXT4 ve TPS1 genleri transkripsiyonunda yine
yaban tip susta oldugu gibi 6nemli seviyede aktivasyon oldugu bulundu (Cizelge 4.4).
Ancak, beklenmedik bir sekilde HXT2 ve TPS1 genleri transkripsiyonlarinin Asnfl
mutant susunda normal kosullarda yaban tip susta goriilen transkripsiyon sevileri ile
karsilastirildiginda yaklasik 2- kat azaldigi goriildii (Cizelge 4.4). HXT4 geni
transkripsiyonu bazal seviyesinin ise snflA mutastyonundan etkilenmedigi
gorulmektedir. Bu mutant susa kalsiyum stresi uyglamasi sonucu ise HXT2 geni
transkripsiyonunda 2-kat, TPS geni transkripsiyonunda da yaklasik 4-kat aktivasyon
oldugu bulundu. Bu durum bir ¢esit AMP aktive edilen protein kinaz olan Snflp’nin
HXT2 ve TPS1 genleri bazal transkripsiyonlari igin gerekli olmakla birlikte kalsiyum
sinyaline yanit olusumunda yer almadigin1 gostermektedir (Cizelge 4.4). Snflp kinaz

aktivitesinin HXT4 transkripsiyonu icin ise gerekli oldugu elde edilen sonuglarda
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gorilmektedir. Snflp aktivitesinin kalsiyum iyonlarinca olusturulan alkali strese yanit

olarak aktive edildigi bilinmektedir (Hong ve Carlson 2007).

Cizelge 4.4. Snfl’in HXT2, HXT4 ve TPS1’de repres sartlarda transkripsiyona etkileri.
Birim tanimlar ¢izelge 4.1°de verildigisekildedirr.

Gen Fiizyonlar1 ve B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(x SD)
Gen Fiizyonlart | Normal Ortam +100 mM Ca*?
HXT2-LacZ 1182 = 86 2679 £ 295
HXT4-LacZ 1087+ 71 1272 + 298
TPS1-LacZ 2897+ 190 10863+ 2445

4.3. Kalsiyum Sinyalinin Hicre Bélinmesine ve Morfolojisine Etkileri

S. cerevisiae hiicrelerinin hangi hiicre dongiisii asamasinda olduklar1 herhangi bir ara
islem (boyama, floresans etiketleme, antikor baglanmasi vd gibi) gerektirmeden direkt
olarak 151k mikroskobunda canli hiicrelerde goriintiilenebilir. Sekil 3.1°de verilen hiicre
dongiisii asamalarina ait fenotipik referanslar kullamilarak yapilan incelemede
arastirmada uygulanan konsantrasyonda kalsiyumun yaban tip BY4741 maya susunda
mitotik indeksde %3 kadar azalmaya neden oldugu ancak G1 asamasinda bulunan hiicre
oranini ise oldukga azalttig1 goriildii (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6). Snflp kinazin kalsiyum
tyonlarinin olusturdugu alkali strese yanit i¢in gerekli oldugu daha once aciklanmistir.
Hoglp kinaz ise sodyum iyon stresi ile aktive edilen ve sodyum iyon stresine yanit igin
gerekli olan protein kinazdir. Bu nedenle kalsiyum stresinin bu kinazlar1 icermeyen

mutant suslara etkisi de incelendi.

Yapilan calismada senkronize maya kiiltiirii kullanilmamasina ragmen kalsiyum stresinin
hiicre dongusti ve mitotik indekse etkisi oldugu goriilmektedir. Ozellikle Asnfl
mutantsugunda kalsiyum stresine yanit olarak mitotik indeksin normal seviye olan
%13’den %2’ye geriledigi, hiicrelerin agirlikli olarak G1 asamasinda hilicre déngustinde

durdugu gorildi (Cizelge 4.5, 4.6 ve Sekil 4.1, 4.2). Sodyum stresi i¢in gerekli olan
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Hoglp kinazin kalsiyum stresi i¢in gerekli olmadigi da bulundu. Ahogl mutant susunda

mitotik indeksin yaban tip maya susuna benzer oranda oldugu goriildu (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Kalsiyumun mitotik indekse etkisi.

Ureme Ortam1 Yaban tip Asnfl Ahogl
Normal ortam 0019+2 0013+4 0%020+4
+100 mM Ca*? %164 %2+4 %155

Cizelge 4.6. Kalsiyumun hiicre dongiisiine etkisi. Cizelgede Gl asamasinda olan
hlcrelerin % degerleri verilmistir.

S. cerevisiaesuslari % G1 asamasi hiicre orani
Yaban tip %4 £ 1

Asnfl %50 + 3

Ahog1l %4 +1

Kalsiyum sinyal yolagmin hiicre dongiisiine etkileri incelendikten sonra bu sinyal
yolaginin hiicre morfolojisinde (hiicrede biiyiime, anormal veya ¢oklu tomurcuklanma,
uzamis sitokinez/telofaz baglantisi vd gibi) herhangi bir anomaliye yol agip agmadig1 da
mikroskobik olarak incelendi. Normal ortamda ve kalsiyum stresi uygulanmig tireme
ortamlarinda liretilen yaban tip ve Asnfl mutant1 maya suslarinin mikroskobik goriintiileri
incelendi. Yapilan incelemelerde kalsiyum stresinin yaban tip maya hiicrelerinin
morfolojisinde 6nemli derecede bir anomaliye neden olmadigi gorildii (Sekil 4.1).
Ancak, kalsiyum stresi uygulanmis yaban tip maya hiicrelerinin daha kii¢iikk oldugu
goriildii. Fakat kesin sonug i¢in daha detaylt mikroskobik analizlerle (6rnegin elektron
mikroskobu ile) hiicre boyutlarinin hem G1 ve hem de diger boliinme asamalarinda

Olclilmesi gerektigi sonucuna varildi.

Hiicre boyutlarinda kalsiyum stresine bagli anomali olup olmadig1 Asnfl mutanti maya

suslarinda da mikroskobik olarak tayin edildi. Normal kosullarda tiretilen Asnfl mutanti
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maya hiicrelerinde ana hiicrelerin yaban tip hiicrelere gore daha biiyiik oldugu dikkat
cekmektedir (Sekil 4.2). Kalsiyum stresi uygulanmig hiicrelerin morfolojileri
incelendiginde direkt olarak G1 asamasi hiicrelerinin ¢gogunlukta oldugu goriildii. Hicre
morfolojilerinde ise uygulanan teknikle tayin edilebilir bir farklilik gortilmedi. Ancak
hiicre buyukliklerinin yaban tip maya susuna gore daha kantitatif tayini igin hiicre
buiytikliikklerinin daha hassas goriintilleme teknigi ile Olglilmesi ve senkronize hiicre
kiiltiirleri ile calisilmasi gerektigi sonucuna varildi. Yapilan incelemelerde ¢oklu
tomurcuklanma veya budneck uzamasi (telofazda sitokinez asamasi) gibi anomaliler

incelenen hicrelerde gorilmedi.

Yaban tip S. cerevisiae Normal Ortam Yaban tip S. cerevisiae Kalsiyum Ortami

Sekil 4.1. Kalsiyum stresinin yaban tip S. cerevisiae’da hiicre morfolojisine etkileri.
Goriintii 10x40 151k mikroskobu ile alinmistir.
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Asnfl mutanti S. cerevisiae Normal ortam Ortam Asnfl mutanti S. cerevisiae Kalsiyum ortami

Sekil 4.2. Kalsiyum stresinin snf1A mutanti S. cerevisiae 'da hiicre morfolojisine etkileri.
Goriintii 10x40 151k mikroskobu ile alinmistir.

4.4. Kalsiyum Sinyalinin Huicre Uremesine Etkileri

Kalsiyumun S. cerevisiae suslarinin tireme hizina etkileri yaban tip maya hiicrelerinin
standart kosullarda, kalsiyumlu ve kalsiyumsuz iireme ortaminda iiretilmesi ile tayin
edildi (Sekil 4.3). Kalsiyumun hiicre tiremesini logaritmik asamada onemli derecede
yavaglattigi goriildii. Normal ortamda iireyen mayalarin boliinme siirelerinin ortalama 90
dk oldugu bulundu. Diger taraftan kalsiyum iceren ortamda yaban tip maya hiicrelerinin
bolinme siirelerinin (ikilenme siirelerinin) ise yaklagik 150 dk kadar oldugu yapilan
Ol¢timlerden tayin edildi. Bu sonug kalsiyumun hiicrelerde iireme hizini yavaglattigini ve

boliinme siiresini arttirdigini gostermektedir.
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Sekil 4.3. Kalsiyum stresinin S. cerevisiae’nin tiremesine etkileri.

4.5. Kalsiyum Sinyalinin Glikojen Biyosentezine Etkileri

S. cerevisiae’da hiicre igine tasman glukozun hiicre {ireme asamasina gore metabolize
edildigi onemli bilesiklerden birisi glikojendir. Kalsiyum sinyalinin maya hiicrelerinde
glikojen depolanmasina etkileri de kalitatif olarak petri testi ile tayin edildi. Logaritmik
asamaya kadar iiretilen hiicreler yukarida boliim 3.7°de agiklandigi sekilde seyreltmeler
yapilarak normal YPD ve ayrica 200 mM kalsiyum igeren lireme ortamlarina damla ekimi
ile ekildi ve 30 C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra hiicrelerdeki glikojen miktarinin
kalitatif tayini i¢in iyot boyama teknigi uygulandi. Sonuglar incelendiginde kalsiyum
stresine yanit olarak hem yaban tip ve hem de Ahogl mutant susunda ¢ok fazla miktarda

glikojen birikimi oldugu goriildi (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).
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Sekil 4.4. Normal ortamda uretilen S. cerevisiae’da glikojen depolanma durumu. A paneli
normal petri’yi, B paneli ise ayn1 petrinin iyot ile boyanmis fotografin1 géstermektedir.

Sekil 4.5. Kalsiyum stresinin (200 mM) S. cerevisiae 'da glikojen depolanmasina etkileri.
A paneli 200 mM kalsiyum eklenmis petri’yi, B paneli ise ayn1 petrinin iyot ile boyanmis
fotografin1 gostermektedir.

4.6. HXT2, HXT4, ve TPS1 Genleri PromotorlariYapisinin in-Silico Analizi

Crzlp’nin kalsiyum sinyaline yanit olarak ¢esitli genlerin transkripsiyonunu aktive ettigi
daha Once yapilan c¢aligmalar ile tayin edilmistir. Crzlp’nin baglandigi promotor
sekanslarina CDRE sekansi (calcineurin-dependentresponse element) adi verilmistir.
Crzlp’nin transkripsiyon faktorii olarak aktive ettigi genlerin promotor dizilerinde

baglandig1 konsensiis niikleotid sekanslart da (CDRE sekanslart) YEASTRACT veri
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tabaninda kayit altina alinmis olup Cizelge 4.9°da verilmistir. Calismanin bu boliimiinde
HXT2, HXT4 ve TPS1 genleri promotor sekanslarinda CDRE konsensiis sekanslarinin
varligi YEASTRACT veri tabami kayitlarinda tarama yapilarak incelendi (Anonim
2020b).

Cizelge 4.7. Transkripsiyon faktorii Crzlp’nin YEASTRACT veri tabanina kayith
baglanma sekanslari ve ilgili genler. N: herhangi bir niikleotid, K: Guanin/timin oldugunu
gostermektedir. (Anonim 2020b)

Konsensus .
Ilgili genler Kaynak
baglanma sekansi
GAATGGCTG ENO1 Mendizabal vd., MolGenetGenomics,
2001 Jul; 265(5):801-811
GGGTGGCTG ENO1 Mendizabal vd., MolGenetGenomics,

2001 Jul; 265(5):801-811

Genom kapsamli

GNGGCKCA analiz (¢ok sayida Yoshimoto vd., J BiolChem, 2002 Aug
23;277(34):31079-31088

gen)
GGGGCTG HXT?2 Ruiz vd., J Biol Chem, 2008 May
16;283(20):13923-33
GAGCCC TRK1 Casado vd., FEBS Lett, 2010 Jun
3;584(11):2415-2420
CAGCCAC PHO4, PHOS0 Serra-Cardona vd., Mol Cell Biol, 2014

Dec;34(24):4420-4435

Crzlp’nin HXT2 geni transkripsiyonunu kontrol ettigi ve Crzlp’nin HXT2 promotoruna
da baglandig1 daha 6nce agiklanmistir (Ruiz ve ark. 2008). HXT2 geninin rapor edilen
transkripsiyonel regulatorleri SGD veri tabanindan da incelendi (Sekil 4.7). Bu veri
tabaninda yer alan ve daha 6nce deneysel olarak dogrulanmis aragtirma sonuglarina gore
HXT2 geni transkripsiyonu da ¢oklu faktorler tarafindan kontrol edilmektedir. Bu
faktorlerden Yaplp, Ixrlp, ve Hal9p’nin stresle aktive edilen transkripsiyon faktorleri
oldugu bilinmektedir. Ozellikle Hal9p tuz stresine yanmit olarak aktive edilen
transkripsiyon faktoridur. Bu sonuglar HXT2 geni transkripsiyonunun kalsiyum stresi
kosullarinda Crzlp’ye ek olarak farkli transkripsiyon faktorlerince de aktive edildigini

One strmektedir.
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Sekil 4.6. HXT2 geni transkripsiyonunu kontrol eden transkripsiyon faktorleri. (Anonim
2020a).

HXT4 geni promotor analizi yapildiginda ise YEASTRACT kayitlarinda direkt olarak
Crzlp’nin HXT4 promotoruna baglanip transkripsiyonel aktivasyonunda islevi olduguna
iliskin daha once rapor edilmis bir ¢alisma bulunmamistir. Bu nedenle HXT4 geni 1
Kbe’lik promotor bolgesi sekans1 SGD veri tabanindan kayit edilerek Crzlp konsensiis
baglanma dizisi olup olmadig: incelendi. Yapilan incelemede HXT4 promotor 1 Kbg’lik
bolgesinde sadece 1 adet Crzlp core sekansi oldugu bu sekansin ise transkripsiyon
baslama bolgesinden uzakligi dikkate alindiginda islev olarak HXT4 geni kontroliinde yer
almasmin zayif bir olasilik oldugu degerlendirildi (Cizelge 4.10). YEASTRACT
kayitlarina ek olarak SGD veritabant da HXT4 geni transkripsiyonunu kontrol eden
faktorler i¢in kontrol edildi. Bu veri tabaninda da HXT4 geninin Crzlp tarafindan kontrol
edildigine iliskin bir kayit bulunmadig1 goriildii. Bu sonuglara gore HXT4 geninin
kalsiyum sinyali ile aktivasyonunun Crzlp’den bagimsiz oldugu varsayilmigtir. HXT4

geni aktivasyonunun muhtemelen daha 6nce rapor edilen ve stres faktorleri olarak da
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adlandirilan Yaplp, Ixrlp ve Sfplp tarafindan kalsiyum stresine yanit olarak aktive

edilebilecegi diisiiniilmektedir (Sekil 4.8).

REGULATOR SGD 2020-05-31
@ TARGET
@ Focus

h GCN4

Sekil 4.7. HXT4 geni transkripsiyonunu kontrol eden transkripsiyon faktorleri (Anonim
2020a).

Crzlp’nin TPS1 geni promotor bolgesine baglanip baglanmadigi da YEASTRACT
kayitlarindan incelendi. Yapilan incelemede Crz1p’nin konsensiis baglanma sekansi olan
5’-GAATGGCTG-3’ dizisi temel alinarak degerlendirildiginde TPS1 geni promotorunun
Crzlp tarafindan kontrol edildigine yonelik deneysel olarak dogrulanmig 3 farkli ¢alisma
oldugu goriildii (Cizelge 4.10). Crzlp baglanma ana sekansi (coresequence) temel
alinarak yapilan karsilagtirmada TPS1 geni ilk 1000bg¢’lik kontrol boélgesinde hem
kodlama hem de komplementer dizide ¢ok sayida potansiyel Crzlp baglanma sekansi
oldugu bulundu (Cizelge 4.11). Bu baglanma sekanslarindan +752 konumunda yer alan
sekans Ozellikle CDRE sekansina yiiksek homoloji gostermektedir. Elde edilen analiz
sonuglart TPS1 geni transkripsiyonunun kalsiyum stresine yanit olarak Crz1p tarafindan

aktive edilmis oldugunu 6ne stirmektedir.

41



Cizelge 4.8. TPS1 geni promotoruna Crz1p’nin baglandig1 konsensiis sekansini gosteren
YEASTRACT kayitlar1 (Anonim 2020b).

TPS1 promotorunda Crz1p | Analiz yontemi Kaynak
baglanma sekansi
. Chua vd.
Yaban tip/Acrz1 ProcNatlAcadSci U S A,
mutantsuslarinda
- 2006 Aug
Micro-array

GGGTGGCTG 8;103(32):12045-12050
Yaban tip susta 0.2M Ruiz vd., J BiolChem,
Kalsiyum aktivasyonu | 2008 May
ve ChIP-Seq 16;283(20):13923-13933
YPD ortami, pH 8.0

) ’ Roque vd., BMC
(alkaline stres ve ChIP- Genomics, 2016:

Seq)

1 CCCAAAGATT CTTGATGAAT TTTACGATAG AGCCAGAGAC GATGCCGACG AAGATGAAGA
61 AGATCCCGAC ACAAGAAGCT CCGGTAAGAA GAAGGACGCC AGCCAAGAAG AATCTCTAAT
121 CTAAGAGGAC GGTTGCTGAA GAAAAAGGCT TTITTTATTT TGTCCGTTTT TTTTTTGTAA
181 AACCCAAAGA TCTGAATCTA AAGCTTTTTT AAACGTATAT AGATGTCTAC ATGTGTGTTT
241 TTGTTTTTTIT ACGTACGTAT ACCCACCTAT ATATGCATAA TCCGTAATTG AAAAAAAAAA
301 AAGAAAAAGA TCAAGGAACA CATCACCCTG GGCACATCAA GCGTGAGGAA TGCCGTCCAA
361 CTGGTGGAGA CGCTTGATTT GCTCTTTTTG TTCTGGGTCC AACCCGGTCT CGAAGAACAT
421 CAGCACCACG CCCGCAACGA CAAAGAACAT TGCAATACAC TTGCATATGT GAGCATAGTC
481 GAGCGGTCCG TTCTGTGGTT GATGCTGTTG TTCTTTCTTC TGTTTGTCAG GGGTGATAGC
541 CATATCTTCG TGCTCTTGTT GCGATTGTTC TGTTCCATCT GCACCAGAAC AAAGAACAAA
601 AGAACAAGGA ACAAAGTCCA AGCACGTCAG CGCTGTTTAT AAGGGGATTG ACGAGGGATC
661 GGGCCTAGAG TGCCAGCGCG CCAGGGAGAG GGAGCCCCCT GGGCCCTCAT CCGCAGGCTG
721 ATAGGGGTCA CCCCGCTGGG CAGGTCAGGG CAGGGGCTCT CAGGGGGGCG CCATGGACAA
781 ACTGCACTGA GGTTCTAAGA CACATGTATT ATTGTGAGTA TGTATATATA GAGAGAGATT
841 AAGGCGTACA GCCGGGTGGT AGAGATTGAT TAACTTGGTA GTCTTATCTT GTCAATTGAG
901 TTTCTGTCAG TTTCTTCTTG AACAAGCACG CAGCTAAGTA AGCAACAAAG CAGGCTAACA
961 AACTAGGTAC TCACATACAG ACTTATTAAG ACATAGAACT

Sekil 4.8. TPS1 geni 1 Kbp promotor bolgesinde Crzlp baglanma sekanslarimin
incelenmesi.
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YEASTRACT ve SGD veritabanlarinda yapilan incelemelerde TPS1 geni
transkripsiyonunun kalsiyum stresine yanit olarak aktivasyonunda Crzlp’nin islevi
oldugu goriilmektedir. Ancak, TPS1 aktivasyonunun stres kosullarinda farkli faktorler
tarafindan aktive edildigi de SGD kayitlarinda agiklanmaktadir (Sekil 4.13). SGD
kayitlarna TPS1 geninin stresle aktive aktive edilen YAP1, YAP6, ve ozellikle
Msn2/Msn4 gibi transkripsiyon faktorlerince de aktive edildigi goriilmektedir. Bu
nedenle kalsiyum stresine yanit olarak TPS1 promotorunun sadece Crzlp degil, ¢oklu

faktorler tarafindan aktive edildigi kabul edilebilir.

@ REGULATOR SGD 2020-05-31
@ TARGET @§nce2
@ Focus

RPD3

Sekil 4.9. TPS1 geni geni transkripsiyonunu kontrol eden transkripsiyon faktorleri
(Anonim 2020a).
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5. TARTISMA ve SONUC

Kalsiyumun biyometal iyonu olarak c¢ok sayida fizyolojik ve patolojik fonksiyonu
bulunmaktadir. Insanda bilinen etkilerinin basinda kasilma, hiicre boliinmesi, ndrolojik
islevler, apoptoz vd sayilabilir (Dupont ve ark. 2011). Bu nedenle kalsiyumun hicre igine
alinmas1 depolanmasi ve hiicrede ¢ok iyi kontrol edilmelidir. Bltun hiicrelerde 6nemli bir
karbon ve enerji kaynagi da glukozdur. Glukozun da hiicreye girisi ve hiicrede farkli
metabolik yolaklarda kullanim1 oldukga kontrol edile bir islemdir. Glukozun kontrolsiiz
hiicreye taginmasinin hiicre 6liimiine yol a¢tig1, hiicreye hi¢ alinmamasininda letal etkileri
oldugu bilinmektedir. Glukozun hiicre iine taginmasi da canli tiiriine gore ve hiicre tiirline

gore degisiklik gosterecek sekilde kontrol edilmektedir.

Arastirmamizda HXT2, HXT4 ve TPS1 genlerinin bazal seviyedeki transkripsiyonlarina
kalsiyum sinyalinin etkisi incelendiginde bazal trankripsiyonlarinin kalsiyum uyarimi ile
daha fazla aktive edildigi bulundu. Glukoz repres sartlarda belirli seviyede aktive edilen
bu genlerin glukoz derepresed kosullarda ise kalsiyumdan bagimsiz oldugu goriildi.
Diger ifade ile, aktive edilen genlere kalsiyum stresi uygulanmasinin daha fazla
aktivasyona neden olmadigi goriildii. Bu durum HXT2, HXT4 ve TPS1 genleri promotor
yapilarinin repres ve derepresed kosullardaki farklilifindan kaynaklaniyor olabilir.
Repres kosullarda HXT2 ve HXT4 promotoruna kalsiyum stresi ile aktive edilen Crzlp
veya diger transkripsiyon faktorleri baglanabilirken, derepresed kosullarda nispeten agik
olan (niikleozomlardan arindirilmis olan) bu promotorlara diger aktivatorler baglaniyor
olabilir. Bu durumda kalsiyum sinyali aktive edilmis olan transkripsiyon faktorleri de bu
genlerin promotorlarina baglanamaz ve diisiik glukoz sinyali ile aktive edilmis bu genler
daha fazla aktive edilmemis olur. Repres kosullardan derepresed kosullara gegiste HXT2
ve HXT4 genlerinin promotorlarina baglanan faktorlerde degisiklik oldugu daha once
gosterilmistir (van Oevelen ve ark. 2006). Glukoz baskilamasi olan lireme ortami
kosullarindan diisiik glukoz igeren derepres ortama geciste HXT2 ve HXT4
promotorlarinda bir g¢esit histon asetil transferaz olan SAGA kompleksinin bu genlerin
promotorunda histon asetilasyonu ile niikleozomlarin atilmasini sagladigi Oevelen ve ark.

(2006) tarafindan gosterilmistir.
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Gliserol ortaminda, non-fermentatif kosullarda {iretilen maya transformantinda ise
kalsiyum aktivasyonunun normal glukoz ortami kadar olmadigi ve genellikle HXT2,
HXT4 ve TPS1 genlerinde yaklasik 2-kat kadar kalsiyuma bagli aktivasyon oldugu
gorulmektedir. Gliserol ortaminda HXT2 ve HXT4 genleri ana aktivatori Rgtl inaktif
durumdadir. Dolayisiyla bu kosullarda goriilen aktivasyon Rgtl den bagimsiz olarak
yapilan transkripsiyondur. Kalsiyum ilavesi ile HXT2 ve HXT4 genlerinde 2-kat kadar
aktivasyon olmasi kalsiyum stresinin RGT1 den bagimsiz olan diger aktivatorler ile
saglandigin1 gostermektedir. Bu aktivatorlerden birisi de bu genlerin aktivatorii olan
Gcerlp olabilir. Transkripsiyon aktivatori Gerlp hem HXT2 ve hem de HXT4
promotoruna baglanir ve bu genlerin aktivasyonu i¢in de gerekli oldugu daha 6nce de
gosterilmistir (Tiirkel ve Bisson 1999). Gerlp bir fosfoprotein olup aktivasyonu gesitli
kinazlar tarafindan kontrol edilmektedir. Gerlp yapisinda ¢ok sayida serin ve theronin
bulunur ve bu serin threonin amino asitlerinin de fosforile edildigi bilinmektedir (Anonim
2020Db). Bu nedenle kalsiyum tarafindan hiper-aktive edilen faktorlerden birisi de Crzlp
ye ek olarak Gerlp olabilir.

Snfl AMP aktive edilen ¢ok fonksiyonlu bir protein kinazdir. Bu kinaz diisiik glukoz
ortaminda aktif hale gegerek hedef proteinleri fosforlayip aktivitelerini kontrol eder.
Snflp aktivitesinin kalsiyuma ve kalsiyumun olusturdugu alkali strese bagli olarak da
aktive edildigi daha once gosterilmistir (Hong and Carlson 2007). Arastirmamizda elde
edilen sonuglar dzellikle HXT4 geninin kalsiyuma bagli aktivasyonunun timayle Snflp
kinaza bagli oldugunu gostermistir. Bu durum ayni zamanda HXT4'Un kalsiyumla
aktivasyonunun Crzlpden bagimsiz oldugunu da 6ne siirmektedir. S. cerevisiae da son
zamanlarda yapilan yeni bir ¢alismada cevrsel strese yanit olarak ¢ok sayida kinazin
aktive edildigi rapor edilmistir. Mace ve ark. (2020) tarafindan yapilan ¢calismada ¢evresel
streslere yanit olarak S. cerevisiae da 28 farkli protein kinazin aktivitesinde degisiklik
oldugu bulunmustur. Bu kinazlardan birisi de yiiksek sodyum ile aktive edilen Hoglp
kinazdir ve Hoglp nin hem kalsiyum ve hem de sodyum iyonlarina yanit ile aktive
edildigi bilinmektedir (Yoshimoto ve ark. 2002). HXT2 transkripsiyonunda ise snflA
mutantinda bu kinazdan bagimsiz yaklasik 2-kat kadar artis oldugu gorulmektedir. Ruiz
ve ark (2008) yayimladigi sonuglarda HXT2 geni transkripsiyonunun Snflp ve bu kinaz

tarafindan aktive edilen Crzlp tarafindan aktive edildigi rapor edilmektedir. Ancak bu
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aragtirici tarafindan yayinlanan makalede de snfl mutant susunda da HXT2 geninde
normal ortama gore kasliyumla 3-kat kadar aktivasyon oldugu goriilmektedir. Bu sonug
bizim ¢alismalarimizi da dogrular niteliktedir. Bu durumda HXT2 ve HXT4 genlerinin
Snflp kinazi ile kontrol mekanizmalarinda farkliliklar oldugu distiniilebilir. Kalsiyum ile
transkripsiyonun aktivasyonu HXT4 de tamamen Snflp ye bagli iken, HXT4 ve hatta
TPS1'de bu aktivasyonun Snflpden bagimsiz olarak gerceklestigini sdylemek

mUmkanddr.

Kalsiyum stresi ile aktive edilen 6nemli transkripsiyon fakttrlerinden birisi de Crz1pdir.
Arastirmamizda HXT2, HXT4 ve TPS1 promotor bolgelerinde bu faktdriin baglanma
dizilerinin olup olmadigi da YEASTRACT veritabani bilgileri kullanilarak incelendi
(Anonim 2020b). HXT2 geni promotorunda Crzlp baglanma sekansi oldugu daha once
rapor edilmistir (Ruiz ve ark. 2008). Bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan incelemede
HXT4 geni promotorunda Crzlp baglanma sekansinin daha once rapor edilmedigi
goraldi. Ancak TPS1 geni promotorunda 1 adet Crz1p baglanma sekansi oldugu bulundu.
Yapilan promotor analizi ¢aligmasinda arastirmada incelenen her 3 genin de promotor
bolgesinde stresle aktive edilen ¢ok sayida transkripsiyon faktorii baglanma sekansi
oldugu, bunlarin bazilariin da in vivo olarak islevsel oldugu YEASTRACT kayitlarinda
verilmistir. Bu durumda bu genlerin kalsiyum stresine yanit olarak sadece Crz1p ile degil

diger transkripsiyon faktorleri ile de aktive edilebilecegi diisiiniilmektedir.

Arastirma sonuglar1 kalsiyum stresinin S. cerevisiae'da tireme hizimi distirdiigiini
gostermektedir. Bu da kalsiyum stersinin hiicre dongusini muhtemelen belirli kontrol
noktalarinda durdurdugunu 6ne siirmektedir. Yaptigimiz ¢alismalarda kalsiyumun hiicre
dongustne Snflp uzerinden etki ederek G1-S asamasini bloke ettigini gostermistir. Daha
once yapilan ¢alismalarin hiicresel kosullara gére G1-S gegisinin Snflp kinaz aktivitesine
bagli oldugu, Snflp nin bir ¢esit S-faz1 spesifik siklin olan Clb5p nin aktivitesini kontrol
ederek gergeklestirdigi rapor edilmistir (Pessina ve ark. 2010). Dolayisyla daha dnce
rapor edilen bu sonug elde ettigimiz mitotik indeks degerlerini ve kalsiyuma bagli hiicre

boliinme hizinda yavaslamay1 da dogrular niteliktedir.

46



Hxt transporterlari ile hiicre igine alinan glukozun hicrenin metabolik durumuna ve
lireme asamasina gore bir boliimii depo karbonhidratlar1 olan glikojen ve trehaloza
doniistir. Trehaloz biyosentezinde islevi olan TPS1 geninin hem bazal seviyede ve
kalsiyumla aktivasyonunda yuksek seviyede transkript Urettigi elde edilen sonuglardan
gortlmektedir. TPS1 geni aktivasyonu agirlikli olarak stresle aktive edilen transkripsiyon
faktorleri olan Msn2-Msn4 e baglidir (Francois ve Parrou 2001). Bu nedenle bu genin
kalsiyumla aktivasyonunun da kismen Snflpden bagimsiz olarak Msn2-Msn4 ¢ bagh
olarak yapildigindan snflA mutasyonundan etkilenmeden 5-kat kadar aktive edildigi
distiniilmektedir. Ancak TPS1 aktivasyonunun hiicrede trehaloz birikimine neden
olmayacag1 da diistiniilmektedir. Ciinkii, trehalozun hidrolizini gerceklestiren ndtral
trehalaz enzimi Nth1lp nin de aktivitesi kalsiyumla aktive edilmektedir (Alblova ve ark.
2019). Bu nedenle kalsiyum stresi kosullarinda TPS1 transkripsiyonunun artisinin

trehaloz birikimine yol agmayacagi 6n goriilebilir.

Diger depo karbonhidrati olan glikojenin ise hoglA mutant susunda kalsiyuma yanit
olarak fazla biriktigi goriilmiistiir. Glikojen metabolizmasinin ana diizenleyicisi Snflp
kinazdir. Snflp kinazin Hog1p aktivitesini kontrol ettigi de bilinmektedir (Mizuno ve ark.
2015). Bu nedenle stres kosullarinda aktive edilen Snflp nin hogl A mutantinda hiicrede
glikojen yikimini aktive edemedigini gostermektedir. SGD kayitlarinda hoglA
mutantinda goriilen onemli bir fenotipik 6zelligin bazi1 metabolitlerin asirt birikimidir
(Anonim 2020a). HOG1 geni delesyonla ¢ikarilan mutant susta aminoasitlerin,
polifosfatin, glikojenin ve diger metabolitlerin hiicre i¢i birikiminde 6nemli anomaliler

oldugu da rapor edilmistir (Anonim 2020a).

Bu arastirmada elde edilen sonuglar kalsiyumun 6nemli bir biyometal iyonu olmasina
ragmen kontrollu sekilde hiicrede bulunmasi gerektigini, stres olusturacak miktarda
uygulanmasinin hiicre {iremesini yavaslattigi ve G1-S gegisini de durdurabildigini
gostermektedir. Glukoz transportu genlerini aktive etmesine ragmen hiicre ireme hizinin
artmadig1 goriilmektedir. Bu durumda kalsiyum stresinde aktive edilen HXT genleri
transkripsiyonunun translasyon seviyesinde de artisa neden olup olmadiginin incelenmesi

gerekmektedir.
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EK 1. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

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

10 g yeast ekstrakt ve 20 g pepton saf suda ¢oziildii. Kat1 besiyeri (petriler) igin, sivi
besiyeri ortamina 20 gram/litre olusturacak sekilde Agar agar eklendi ve 121 C sicaklikta,
25 dk steril edildi. Karbon kaynagi olarak %20°lik stok ¢6zelti halinde glukoz hazirlandi,
121 C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. Glukoz, kullanimindan 6nce besiyerlerine son
konsantrasyonu %?2 olacak sekilde ortama ilave edildi. Tam besiyeri S. cerevisiae
suslarinin transformasyon Oncesi rutin tiremesi i¢in kullanildi.

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

Sc-Ura besiyerini hazirlamak i¢in 1.7 gram/litre YeastNitrogen Base (YNB), 5 gram/litre
Amonyum sulfat distile suda ¢6ziliip, otoklavda steril edildi. Otoklavdan sonra Sc-Ura
amino asit karisim1 1.97 gram/litre olacak sekilde saf suda ¢oziildii ve 0.45 mm’lik disk
filtre ile steril edilerek verilen konsantrasyonlarda besiyerine eklendi.

Sc-Ura kat1 besiyerleri i¢in 20 gram/litre olacak sekilde Agar agar ilave edildi. Glukoz
son konsantrasyonu %?2 olacak sekilde %20°lik steril stok ¢ozeltiden deneydeki
kullanimdan hemen 6nce ilave edildi. Derepres sartlar i¢in son konsantrasyon %0.1
olacak sekilde steril glukoz ilavesi yapildi.

3: Lityum Asetat Cozeltileri (1M ve 0,1M)
Lityum asetat (Molekiil agirligi: 102,02) 1M olacak sekilde saf suda hazirlandi ve 0,45
um por capl steril disk filtreler ile steril edildi. Maya transformasyonu i¢in kullanildi.

4: Polietilen Gilikol (%50 PEG)
Polietilen Glikol (PEG) (Molekiil agirligt: 3,350) distile suda %50°’lik stok ¢6zelti olarak
hazirlanip, 121°C’de 25 dk otoklavda steril edildi. Maya transformasyonu i¢in kullanildi.

5: Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) (%0,1) ve Kloroform Cozeltileri

Sodyum dodesil siilfat (SDS), steril distile suda %0,1°lik stok ¢ozelti olarak hazirlandi.
Kloroform seyreltilmeden, dogrudan stoktan kullanildi. Bu ¢6zeltiler maya hiicrelerini
permeabilized ederek hiicre lizat1 hazirlamak i¢in kullanildi.

6: Lizis Tampon Cozeltisi (Break Buffer)

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

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

%20 Gliserol

4 mM Phenyl methane sulfonyl fluoride (PMSF).
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7: B- Galaktozidaz Tampon Cozeltisi (Z Buffer)

Z Buffer igerigi:

60 mM NazHPQO4.7H0,

40 mM NaH2PO4.H20,

10 mMKCl,

1 mM MgS04.7H-0

50 mM B-Merkepto-etanol ¢ozeltisi

Yukarida belirtilen son konsantrasyonlarda, steril distile su ile hazirlanip +4°C’de
sakland1

8: Lowry Cozeltileri

I: Lowry A ¢ozeltisi:

20 g Na2CO3z ve 4g NaOH, toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda ¢ozuldi.

I1: Lowry-B1 ¢ozeltisi:

1 g CuSQOg4, toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile ¢oziiliip, +4 °C’de depolandi.
I11: Lowry-B2 ¢ozeltisi:

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

IV: Lowry-C cozeltisi:

Her deney icin, Lowry-A, Lowry-B1 ve Lowry-B2 stok cozeltilerden belirlenen
konsantrasyonda taze olarak hazirlandi.

Lowry-C Cézeltisinin Icerigi:

24,5 ml Lowry A,

250 ul Lowry B1,

250 pl Lowry B2.

9: ONPG (O-Nitrofenil p-D-Galaktopiranozid)
ONPG (SigmaN1127), en son konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde Z-tampon ¢ozeltisi
icinde hazirlanip, +4°C’de saklandi.

10- Kalsiyum Kloriir Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ca*™" (CaClz, FW: 147,02)

Son konsantrasyonu 100 mM olarak kullanildi. Stok: 2 M’dir. 2 M stok hazirlamak i¢in
7,35 gr CaCly, 25 ml dH20’da ¢6ziildi. Bu 2 M stoktan 5 ml’lik kiiltiirlere 250 ul eklendi
ve 4 saat beklendi.
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EK 2. B- Galaktozidaz aktivitesi hesaplanmasi

B-Galaktozidaz aktivitesi asagida verilen formiile gore hesaplandi.

Aktivite: (OD4z20 x 1.7/0.0045)/(txVVxP)

ODa4z0: Sar1 rengin absorbansi

1.7: Sar1 rengin bulundugu tiipiin hacmi (980ul Z buffer, 20ul lizat, 200ul ONPG, 500 ul
NaCOs)

0,0045: ONPG’nin molar absorbsiyon katsayisi

t: B-galaktozidaz reaksiyon suresi (dakika)

V: B-Galaktozidaz dl¢iimiinde kullanilan hiicre lizatt hacmi (ml)

P: Hiicre lizatlarinin protein konsantrasyonlar1 (mg/ml)

B-Galaktozidaz aktivitesi biririmi, dakika basina hiicre lizatindakil mg ¢ozlnur protein
icindeki B-Galaktozidaz enzimince hidroliz edilen nmol ONPG (nmol ONPG/dk/ mg

protein) cinsinden verilmistir.
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