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Damsman: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Sacchoromyces cerevisiae genomunda 5 farkli tiiri bulunan Ty elementleri, RNA
araciligt ile genomda yer degistirdikleri icin retrotranspozonlar olarak da
bilinmektedirler. Ty elementlerinin S. cerevisiae genomunda kopya sayilar1 sabittir. S.
cerevisiae genomunda ¢ogalma mekanizmalar1 virlislere benzedigi i¢in Tyl ve Ty2
elementleri pseudoviriisler olarak da adlandirilirlar. Bu pseudoviriislerde gen ifadesi
hem transkripsiyon ve hem de translasyon seviyesinde kontrol edilmektedir. Ty
elementlerinin genomundan transkripsiyon ve translasyonlart i¢in hicbir diizenleyici
veya temel faktor kodlanmaz. Bu nedenle Ty elementlerinin genomda ¢oglamalar1 ve
replikasyon dongiisii tamamen konak olarak bulunduklari S. cerevisiae hiicrelerine
baghdir. Bundan dolay1r S. cerevisiae’da gen ifadesine etki eden metabolik veya
fizyolojik sinyallerin Ty elementlerinde de transkripsiyon ve translasyona etki etmeleri
beklenebilir. Azot, hiicre metabolizmasi i¢in en temel element olup, farkli azot
kaynaklarimin algilanmas1 ve kullanimi da genetik kontrol altindadir. Ureme
ortamindaki azot miktar1 ve azot kaynaginin gesidi S. cerevisiae’da iireme hizi basta
olmak tiizere ¢ok sayida genin ifadesine direkt olarak etki etmektedir. Bu tez
arastirmasinda; azot sinyal iletiminin ve azot kaynaginin Tyl ve Ty2’de gen ifadesine
etkileri incelenmistir. Yapilan caligmalarda Tyl ve Ty2’de gen ifadesinin azot
kaynagina gore kontrol edildigi gosterilmistir. Azot sinyal iletim yolaginda yer alan,
azot miktar1 ve ¢esidine gore gen ifadesini kontrol eden baz1 transkripsiyon faktorlerinin
Tyl ve Ty2’de gen ifadesinin kontroliinde de yer aldig1 gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Azot sinyal iletimi, Ribozomal Frameshift, S. cerevisiae,
Transkripsiyon, Ty elementleri.

2019, XI1 + 46 sayfa
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF NITROGEN SIGNALING ON THE GENE
EXPRESSION IN TY VIRUSES
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Ty elements are present in 5 different types in Sacchoromyces cerevisiae genome. They
transpose within the yeast genome through an RNA intermediate and also named as
retrotransposons. Their copy number in the yeast genome is constant. Since the
propagation mechanisms of Tyl and Ty2 in the yeast genomes resemble to retroviruses,
they are also called as pseudoviruses. Gene expression in Ty elements is controlled at
transcription translation level. Ty elements do not encode any regulatory factors for
their transcriptional and translational regulation from their genome. Hence their
replication cycles completely depend on the yeast encoded factors. Therefore it is
expected that any metabolic or physiological signal that affects the gene expression in S.
cerevisiae, also affects the transcription and translation process in Ty elements.
Nitrogen is one of the basic elements required for cellular metabolic events. Nitrogen
sensing and signaling is under the genetic control in yeast. The types and the quantities
of nitrogen sources directly affect the growth rate and the expression levels of many
genes in S. cerevisiae. In this thesis research, the effects of nitrogen source and nitrogen
signaling on the gene expression in Tyl and Ty2 were investigated. Results of this study
indicated that TOR kinase and the GATA factors that are major regulators of nitrogen
signaling in yeast, might control the gene expression in Tyl and Ty2 element of S.
cerevisiae.

Keywords: Nitrogen signaling, Ribosomal frameshift, S. cerevisiae, Transcription, Ty
elements.
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1. GIRIS

Sacchoromyces cerevisiae barindirdig1 avantajli 6zellikler sayesinde bilim ¢evresinde bir¢ok
arastirmaci tarafindan model organizma olarak kullanilan 6karyot bir maya mantaridir. Tek

hiicreli olmasi bakimindan laboratuvarda ¢ok hizli iiretilebilir (Botstein ve Fink 2011).

S.cerevisiae genomunda bulunan Ty (Transposon yeast) retrotranspozonlar, LTR (Long
Terminal Repeats) tekrar1 igeren Okaryotik retroviriislerin bir grubudur (Cameron ve ark.
1979). Maya genomunda RNA araciligi ile yer degistirme yetenegine sahip olduklari i¢in
retrotranspozon olarak da bilinmektedirler. Bu 6zellikleri nedeniyle insan retroviriislerine de
benzerlik gosterirler (Boeke ve ark. 1985). Ty viriisleri insanda hastaliga sebep olan bazi
viriislere genetik benzerlik gostermekle birlikte, herhangi bir hastaliga neden olmazlar. Bu
Ozelliklerinden dolayr  viriislerin  gen ifadesinin incelenmesinde model olarak
kullanilmaktadirlar. Maya genomunda 5 farkli gesit Ty virlisii bulunabilir (Ty 1-5) ve
cesitleri; LTR dizi 6zelliklerine gore ayirt edilebilir (Kim ve ark. 1998). Viriislerin gen
ifadesinde transkripsiyonel ve translasyonel seviyede bir kontrol saglanabilmektedir. Ty
elementlerinde translasyonel kontrol, programli ribozomal frameshift (¢erceve kaymasi)

mekanizmasi ile saglanir (Clare ve ark. 1988, Belcourt ve Farabaugh 1990).

Ty elementlerinden ilk kesfedilen Tyl elementi ve daha sonra da Ty2 elementinin genetik
yapist ve kontrol mekanizmalar1 detayli bir sekilde analiz edilmistir. Tyl ve Ty2’de
transkripsiyonel regulasyon i¢in gerekli transkripsiyon faktorlerinin bir ¢ogu tayin edilmistir.
Translasyonel kontrolde ise kodlama bolgesinde bulunan GAG-POL polipeptidlerinin belirli
oranda sentezi de programli ribozomal frameshift ile yapilir. Cergeve kaymasi diigiik bir
frekansta olusur. Ty elementlerinde PRF +1 yonde ribozomal kayma ile yapilir. Bazi

virtislerde ise —1 yonde oldugu bilinmektedir (Farabaugh 1996).

S. cerevisiae hiicrelerinde gen ifadesine etkin bir sekilde etki eden metabolik sinyaller glikoz
ve azot sinyalleridir. Glikoz sinyaline yanit olarak S. cerevisiae genlerinin yaklasik %20’sinde
gen ifadesinde artis veya azalma oldugu gosterilmistir (Schneper ve ark. 2004). Glikoz sinyal
yolagina bagl olarak Ty elementlerinde gen ifadesinin kontrol edildigi daha 6nce yapilan

caligmalarda gosterilmistir (Tirkel ve ark. 2009, Tirkel ve ark. 1997). Azot ise



S.cerevisae’nin iiremesi i¢in gerekli olan temel bilesiklerden olup, farkli maddeler de azot
kaynagi olarak kullanilir. Azot kaynaginin ¢esidi ve miktarina gore de S. cerevisiae’da ¢ok
sayida gen ifadesinin kontrol edildigi bulunmustur (Zhang ve ark. 2018, Godard ve ark. 2007)
Bu ¢alisma kapsaminda; farkli azot kaynaklarinin Tyl ve Ty2 elementlerinde gen ifadesine
etkileri incelendi. Elde edilen sonuglar, azot sinyal iletim yolaginin Tyl ve Ty2’de gen
ifadesine farkli sekilde etki ettigini gostermektedir. Tyl ve Ty2’de transkripsiyonel kontrolde
azot sinyal iletim yolag1 bilesenleri olan TOR kinaz ve bazi GATA faktorlerinin de islevi

oldugu bulunmustur.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Saccharomyces cerevisiae’nin Onemi, Genetik ve Hiicresel Ozellikleri

Saccharomyces cerevisiae genetik, molekiiler biyoloji, biyokimya ve diger yasam bilimleri
alanlarinda temel arastirmalar igin uygun bir model organizma olarak uzun yillardir
kullanilmaktadir (Botstein ve Fink 2011). S. cerevisiae, endiistriyel 6nemi dolayisiyla da hem
endiistriyel tiretim ve hem de biyoteknolojik arastirmalar i¢in gézde olan dkaryotik tek hiicreli
bir model organizmadir. Kullanildig1 alanlarin ¢esitliligi, genomik {tstiinliikkleri ve pek cok
caligma alan1 agisindan GRAS (Generally Recognized as Safe), yani giivenli olmasi,
organizmanin en bilyiik avantajlarindandir. 90 dakika gibi kisa bir siirede iiretilmesi, 6zellikle
endiistriyel tretimdeki roliinii 6nemli kilmaktadir. S. cerevisiae 'nin iireme ortamlari, kolay
temin edilebilen ucuz besiyerleridir. Genomu, sekanslanan 6karyot genomlari i¢inde ilk olma
ozelligi tasir (Goffeau ve ark. 1996). Heterolog gen ifadesi i¢in vektor gesitliligi fazla olup

transformasyonu da kolay ve etkindir (Feldman 2012).

S. cerevisiae genomunda 16 kromozom bulundurur. (Madigan ve Martinko 2010).
Kromozomlara ek olarak genomda 2 mikron plazmiti, RNA viriisleri, ve Ty elementleri
(Transpson Yeast) de bulunmaktadir (Feldman 2012). Genomu kompakt yapida olup 13 Mbg
biiytikligiindedir ve kodlanmayan bolge miktart ¢ok azdir (Madigan ve Martinko 2010).
Genomunun %70’i ORF yani Ag¢ik Okuma Cergevelerinden olusmaktadir. Genler arasi
bosluklar1 diger okaryotlara kiyasla daha kisadir. ORF’larinda %4 civarinda intron bolgesi
icerir. 5570 protein kodlayan geni bulunur (Feldman 2012). Bu &zelliklerin tamami genetik
maniiplasyon, insan genlerindeki homologlarin bulunmasi ve gen fonksiyonlarinin bulunmasi

acgisindan onemlidir.

S. cerevisiae’da genomu sekanslanan ve ayn1 zamanda genom veritabani da olusturulan ilk
okaryotik organizma olma ozelligi de tagimaktadir. S. cerevisiae kromozomlarin sekanslari,
genlerin koordinatlari, gen yapilart ve kodlanan polipeptidlerin yapilar1 olduk¢a ayrintili
olarak Saccharomyces Genome Data Base (SGD) adli verilen veri tabaninda agik erisim ile

ulagilabilir durumdadir (Cherry ve ark. 2012). Bu veri tabanmindan saglanan genetik ve



biyokimyasal veriler S. cerevisiae arastirmalarinda olduk¢a 6nemli bir yer tutar. (Cherry ve
ark. 2012)

S. cerevisiae hiicreleri tipik Okaryotik organel yapilar1 igerir. Hem haploid hem de diploid
olarak bulunabilirler. Haploid hiicrelerde hiicre tipleri MATa ve MATa olmak iizere iki
cesittir. Haploid hiicreler esleserek MATa/a diploidleri olustururlar. Diploid S. cerevisiae
hiicreleri olumsuz iireme ortam kosullarinda sporulasyon ile tekrar haploidleri olusturmaktadir
(Feldman 2012). Haploid ve diploid S. cerevisiae hiicrelerini mikroskopta gorsel olarak ayirt
etmek de oldukga kolaydir. Haploid S. cerevisiae hiicrelerinin tomurcuklanma sekli aksial
olarak tanimlanan, birbirine yakin konumda olurken; diploid hiicrelerde tomurcuklanma ana

hiicrenin z1t kutuplarindan (bipolar) olarak gergeklesir (Feldman 2012).

S. cerevisiae da dkaryotik organeller de mevcuttur. Ozellikle vakuol, mitokondri, peroksizom
yapist ve biyogenezi konularinda; S. cerevisiae hiicre biyolojisi i¢in temel arastirmalarda
kullanilir. S.cerevisiae mitokondrisine gen aktarimi yani transformasyon da yapilabilmektedir.
Peroksizomlarin bdliinerek ¢ogalmalarinin molekiiler mekanizmast da S. cerevisiae’da

gosterilmistir. Protein sekresyon sistemi de ¢ok iyi incelenmistir (Feldman 2012).

2.2. Ty Elementlerinin Genel Ozellikleri

Ty elementleri ilk kez Cameron ve ark. (1979) tarafindan S. cerevisiae’da kromozomal
mutasyonlara neden olan hareketli genetik elementler olarak tanimlanmistir (Cameron ve ark.
1979). ik elde edilen bulgular dolayisiyla bakterilerde, Drosophila’da ve musir bitkisindeki
transpozonlara benzer olarak genomda yer degistirdikleri i¢in bu elementler Transposon yeast
anlaminda kisaca Ty elementleri denilmistir (Cameron ve ark. 1979). Daha sonra yapilan
caligmalarda Ty elementlerinin S. cerevisiae genomunda RNA araciligi ile yer degistirdikleri

kesfedildigi i¢in retrotranspozonlar olarak adlandirilmaya baslanmistir (Boeke ve ark. 1985).

Ty elementlerinin viriis sistematigindeki yeri ise daha sonra genomik veriler kullanilarak
tekrar degerlendirilmistir. Farkli S. cerevisiae suslarinda farkli say1 ve gesitlerde Ty
elementleri kesfedilmistir. Virlis sistematigi i¢inde degerlendirildiklerinde ise Ty

elementlerine virlis sistematiginde Retrovirales takimi icinde yer verilmistir. Genom



yapilarinda asagida agiklandigi sekildeki farklilik dolayisiyla Tyl, Ty2, Ty4 ve Ty5
elementleri Pseudoviridae cinsinde siniflandirilirken Ty3 elementi Metaviridae cinsinde

bulunan retroviriis benzeri genetik element olarak simiflandirilmistir (Capy 2005).

Tipik bir S. cerevisiae susunda Ty elementlerinin 5 farkli yapida oldugu bulunmustur. Bu
yapisal farkliliklart dolayisiyla Ty elementleri Tyl-Ty5 olarak 5 farkli grupta
siniflandirilmaktadir (Kim ve ark. 1998). Ty elementlerinin genom yapilarindaki benzerlikler
de ¢esitlilik gostermektedir. Genom sekanslar1 birbirine en ¢ok benzeyen Ty’ler Tyl ve
Ty2’dir (Kim ve ark. 1998). Ty3’iin genom organizasyonu diger Ty’lerden farklilik
gostermektedir (Curcio ve ark. 2014, Sandmeyer ve ark. 2015).

Ty elementlerinin genomdaki kopya sayilari da farklilik géstermektedir. Tyl, haploid maya
genomu basina 30 kopya olarak bulunur ve yiiksek kopya sayili element olarak bilinmektedir.
Diger Ty elementlerinin genomdaki kopya sayilar1 diigilk olup S. cerevisiae susuna gore
degisebilen miktarlarda ve genellikle 1-5 kopya kadar bulunmaktadirlar (Kim ve ark. 1998).
S. cerevisiae genomunda tam uzunlukta bulunan Ty elementlerine ek olarak sadece direkt
tekrar bolgelerini igeren Ty parcalari da bulunmaktadir. Ty elementlerinin 5’ ve 3’ uglarinda
yaklagik 330 b¢ uzunlugunda direkt tekrarlar bulunmaktadir. Ty elementlerindeki bu bolgeler
genel olarak LTR (Long Terminal Repeats) olarak da adlandirilir. Tyl ve Ty2’de bulunan bu
direkt tekrarlara delta elementi, Ty3’de bulunan direkt tekrar bolgesine ise sigma elementi
denir. Transposonlarda direkt tekrar veya ters tekrar olarak bulunan bu sekanslar arasinda
homolog rekombinasyon olabilmektedir. Bu durum Ty elementlerinin direkt tekrarlari
arasinda da gerceklesir. Bunun sonucu olarak Ty elementlerinin iki tekrar bolgesi arasindaki
sekans1 delesyona ugrar ve genomda, yani S. cerevisiae kromozomlarinda sadece direk
tekrarlar kalir. Bu Ty parcalarma da solo delta veya solo sigma elementi denilir. Tam
uzunlukta veya solo delta elementlerin maya genomlarindaki sayilar1 ve bulunduklar
kromozomlar da S. cerevisiae genom analizi sonucu belirlenerek yaymlanmistir (Sekil 2.1)
(Kim ve ark. 1998). Ty elementlerinin genel olarak genom yapilart sirasiyla Sekil 2.2°de

verilmistir.



Table 1. Distribution of Ty Elements by Chromosome
Mumber of insertions® _ Total Ty
insertions on

Chr. no. Ty1 Ty2 Ty3 Ty4 Ty5 chromosome
I & (1) 1 1 0 o B
] 13 (2) 21 1 2 o 18
[} 11 21 0 1 2 (1) 16
v 20 (5) 3 (3) & 2 0 31
W 18 (2) 5 4 3 2 32
Vi B 1(1) 0 1 O 10
Vil 25 (3) 2 (2) 6 (1) 4 1 3B
Vi 14 (1) 1 3 MM 1 22
X 5 1 2 (1) 1 0 O
X 14 (2) 4 1 M O 22
X1 11 1 1 0 1 14
=0 18 (4) 3 (2 4 1 O 26
xm 15 (4) 2 0 3 0 20
AT 5 (2) 1(1) 4 3 0 13
kAT 18 (2) 3 (2) 4 2 O 27
=W 16 (4) 2 4 (1 O 25
Genome

total 21732y 34(013) 412y 32(3) 7Ti(1) 331
“Insertions inchede full-length elements, solo LTRs, and LTR fragmemts. Mumbers of
full-lemgth elements are showen in parentheses,

Sekil 2.1. S. cerevisiae genomunda bulunan Ty elementlerinin dagilimi (Kim ve ark. 1998)

S Delta  TYANikleokapsid (Gag) (Pol) 3 Delta
TYE PR n Tyl
335 59 kbp 335
5'Delta 1y a Nikleokapsid (Gag) (Pol) FDela .
r ¥
1B PR L ———- ye
335 5,9 kbp 335
SSigna gacs POL3 3 Sigma
w Ty 3
340 5,2 kbp 340
5Tau  TvaA Nudeokapsid (Gag) (Pol) ¥ Tou
VB PR R Ty 4
371 6,4 kbp n
5 Pseudo X Nakdeokapsid (Gag)  (Pol) 3 Pseudo X
= [ s
250 3.2 Wbp 250 Ty:

Sekil 2.2. Ty virtislerinin genomik organizasyonlar1 (Bayram 2005. Farbaugh 1995).



2.3. Ty Elementlerinde Gen ifadesinin Kontrol Mekanizmalar

Ty elementlerinde gen ifadesi hem transkripsiyonel ve hem de translasyonel seviyede kontrol
edilmektedir. Tyl ve Ty2 ilk tanimlanan Ty elementi olduklarindandan bu iki Ty elementinde
gen ifadesi ve kontrol mekanizmalar1 daha ayrintili analiz edilmistir (Ttirkel 1994, Farabaugh

1995, 1996, Bayram 2003).

Ty elementlerinde transkripsiyon 5’LTR’dan baslayip 3’ LTR’da sonlanir. Transkripsiyonlar
S. cerevisiae RNA Polimeraz II kompleksi tarafindan yapilmaktadir ve Ty mRNA’larinin da
normal hiicresel mRNA’lar gibi polyA kuyrugu tasidiklart bilinmektedir. Kromozomlara
entegre durumda bulunan Ty elementlerinden tek ¢esit mRNA transkribe edilir. Ty
elementlerinde promotor bolgesi olarak genellikle 5° LTR (Delta veya Sigma elementi) kabul
edilmektedir. TATA kutusunun yeri, transkripsiyon ve translasyon baslama noktalari da tayin
edilmistir. Hem Tyl ve hem de Ty2’de transkripsiyonun kontrolii i¢in transkribe edilen
bolgede de (TATAA’m 3’ yoniinde) ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin baglanma dizileri
oldugu ve bu bolgelerin transkripsiyonel kontrol i¢cin gerekli olduklar1 da daha 6nce yapilan
calismalarda bulunmustur. Genel olarak degerlendirildiginde Tyl elementinde ilk 1500 bg
uzunluktaki bolgenin Ty2’de ise ilk 750 b¢ uzunluktaki bolgenin transkripsiyonel kontrol i¢in
gerekli oldugu bulunmustur (Tirkel 1994, Farabaugh ve ark. 1989, Morillon ve ark. 2002).
Tyl’de transkripsiyonel regulasyonun haploid ve diploid hiicrelerde farkli sekilde
gergeklestigi, 6zellikle diploid S. cerevisiae hiicrelerinde Tyl transkripsiyonunun daha diigiik
seviyede gerceklestigi de bulunmustur (Errede ve ark. 1987). Ty2 transkripsiyonunun
aktivasyonunda temel aktivatoriin, transkripsiyon faktorii Gerl oldugu, in-vivo ve in-vitro
calismalar ile gosterilmistir (Tiirkel 1994, Tiirkel ve ark. 1997). Tyl ’de ise transkripsiyonel
kontrol icin ¢ok daha fazla faktoriin gerekli oldugu; amino asit agligina yanit olarak aktive
edilen Gen4 faktori ve Gerl ile transkripsiyonunun kontrol edildigi bulunmustur (Morillon ve

ark. 2002, Curcio ve ark. 2014).

Ty mRNA’larmin translasyonu, diger mRNA’larda oldugu gibi sitoplazmada gerceklesir. Ty
mRNA’larinda iki farkli kodlama bolgesi (ORF) belirlenmistir. Bu kodlama bolgeleri TYA ve
TYB olarak da adlandirilir. Bu iki kodlama bélgesinin kesisim noktasinda okuma g¢ergevesi

+1 yonde degisiklik gostermektedir. TYA 5° ucta bulunan peptid olup, viriislerde bulunan



GAG analogudur. GAG translasyon sonrasi proteolitik olarak kesilerek daha kiiciik peptidlere
boliiniir ve Ty viriislerinin kapsid kismini olusturur. ikinci kodlama bélgesi olan TYB ise
viral POL analogu olup bu polipeptidin translasyon sonrasi proteolitik kesimi ile Ty
replikasyonu i¢in gerekli olan revers transkriptaz, integraz, proteaz polipeptidleri tretilir
(Sekil 2.3). Bu polipeptidler belirli oranlarda bir araya gelerek Ty replikasyon dongiisii igin
onemli olan olgun virilis benzeri parcaciklar: (VLP: Virus Like Particles) meydana getirirler.
VLP’de her proteinin belirli oranda bulunmasi da translasyon sirasinda TYA ve TYB’nin
belirli oranda translasyonunun yapilmasi, programli ribozomal frameshift (PRF) ile saglanir.
Ty viriislerinde translasyon elongasyonu sirasinda +1 yonde ribozomal cerceve kaymasi
meydana gelmektedir. PRF’in molekiiler mekanizmalart Ty ve Ty3 igin olduk¢a ayrintili

olarak incelenmis ve boliim 2.4’de verilmistir.
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Sekil 2.3. Ty elementlerinde viriis benzeri pargaciklarin olusum asamalari.
TY A’dan proteolitik olarak ayrilan peptidler sar1 renkli olarak gosterilmistir. TYB’den kesilen
peptidler ise revers transkriptaz (rt), integraz (int) ve proteazi (prot) olustururlar (Feldman

2012)



2.4. Ty Viriislerinde Ribozomal Frameshift ve Replikasyon Dongiisii

Translasyonel frameshift (PRF), ya da ribozomal ¢erceve kaymasi; 2 cakisan agik okuma
gergevesi tarafindan sifrelenenen proteinleri olusturmak igin alternatif bir translasyon kontrol
mekanizmasidir (Farabaugh 1996, Dinman 2012). Aynt mRNA iizerinden, iki ya da daha ¢ok
proteinin farkli oranlarda sentezi saglanir. PRF’in frekansi viriis tiirline gore degismektedir.
Bu oran Tyl ve Ty2’de ortalama %25 kadardir. Diger bir ifade ile TYA sentezi i¢in 5’
AUG’den baglayan translayon bu kodlama bolgesinin sonundaki stop kodonunda
sonlanmaktadir. Yalniz translasyona devam eden ribozomlarin belirli kism1 (yaklasik 100
ribozomdan 25’i) TYA’nin stop kodonuna erismeden Once yaklasik 10 baz uzunluktaki
bolgede +1 niikleotid 3° yonde kayarak okuma cercevesini degistirmektedir. Bu durumda
okuma cercevesini degistiren ribozomlar TYB i¢inde translasyona devam ederek TYA-TYB
polipeptidinin translasyonunu gergeklestirmektedir. Boylece Ty mMRNA’sindan TYA (GAG)
ve TYA-TYB (GAG-POL) fiizyonu olarak iki farkli polipeptid sentezlenmis olur. Bu
polipeptidler daha sonra proteolitik olarak kesilerek VLP olusturmaktadir.

PRF’in molekiiler mekanizmast Tyl ve Ty2’de ayrintili olarak agiklanmistir. Tyl’de
mRNA’da TYA ve TYB polipeptidlerinin c¢akistigi bolgede (PRF site) bulunan kodonlarin
PRF i¢in yeterli oldugu gosterilmistir. Bu bélgede TY A’nin stop kodonundan 6nceki kodonu
tantyan tRNA’nin sitoplazmik konsantrasyonunun cok diisiik oldugu, mRNA’da translasyon
yapan ribozomun bu bélgeye eristiginde kodon antikodon etkilesimi ¢ok yavas oldugundan
durdugu (ribosomal pause) ve bu duraklama esnasinda her 100 ribozomdan 25-30 tanesinin
mRNA’da 1 niikleotid kayarak translasyona devam ettigi gosterilmistir (Belcourt ve
Farabaugh 1990). Ty3’de ise ribozomal frameshiftin mekanistik olarak Ty1’den farkli oldugu
bulunmustur. Ty3 mRNA’sinda TYA ve TYB kesisim bolgesinde yine bir ribozomal
duraklama oldugu ve bu durakalam sonucu bu kez tRNA’nin +1 niikleotid atlayip yeni
kodona baglandig1 gosterilmistir (Farabaugh ve ark. 1993). Ty3’de PRF bolgesinin kodon

siralamasi Sekil 2.4’°te verilmistir.
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TY3A Ala — Ser - Ser- Asn- Arg - Leu - Stop
GCG AGU UCU AAC CGU UCU UGA

GCG A GUU CUA ACC GUU CUU GAx
TY3A-TY3A.. Ala — Val - Leu- Thr - Asp — Leu - XxXxx

Sekil 2.4. Ty3’de PRF bolgesindeki kodon siralamast.

Ty elementlerinde translasyon sonrasi proteolitik kesim sonucu olusan kisa polipetidler birbiri
ile etkileserek olgun viriis benzeri pargaciklari olustururlar. Bu pargacik olusumu sirasinda ise
Ty mRNA’larindan 2 adet ve bir adet met-tRNA bu kapsid i¢ine diger enzimler ile birlikte
paketlenmektedir. tRNA molekiilii kapsid i¢indeki revers transkriptaz i¢in primer goérevi
gormektedir ve Ty mRNAsinda primer baglanma bdlgesi olarak da bilinen sekansa baglanir.
Kapsid icinde revers transkriptaz Ty mRNA’sindan Ty cDNA’s1 sentez eder. Daha sonra bu
Ty c¢DNA’st S. cerevisiae niikleer por komplekslerinden gegerek S. cerevisiae
kromozomlarindan birisine rastgele olmayan sekilde integre olur. Bu sekilde Ty viriislerinin
hiicre iginde replikasyon dongiileri tamamlanmis olur (Curcio ve ark. 2015) (Sekil 2.5). Bu
ozellikleri kismen insan retroviriislerine benzer. Fakat retroviriislerden farkli olarak Ty
genomlarinda zarf proteini (Env: Envelop) olmadig igin S. cerevisiae hiicrelerinden hiicre
disina salinamaz. Yalniz bu da Ty viriislerinin maya genomlarinda dagilimi i¢in bir engel
teskil etmez. Maya populasyonunda mayalar haploid — diploid déngiisiine ugradiklari igin
populasyon icinde dagilimlar1 mayada mating/eslesme ile dagilim gosterir (Curcio ve ark.
2015, Sandmeyer ve ark. 2015). Tyl cDNA’larinin maya kromozomlarinda daha g¢ok
heterokromatin bolgelere integre oldugu da gosterilmistir. Ty3 cDNA’larinin ise daha ¢ok
tRNA kodlanan genom bdlgelerine integre oldugu gosterilmistir (Curcio ve ark. 2015,
Sandmeyer ve ark. 2015). Bu integrasyon isleminde de Ty integraz peptidinin heterokromatin

bolgesindeki faktorler ile etkilestigi bilinmektedir.
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Sekil 2.5. S. cerevisiae’da Tyl replikasyon dongiisii (Curcio ve ark. 2015).

2.5. Sacchoromyces cerevisiae’de Azot Sinyal iletim Yolag ve Bilesenleri

Azot, hiicredeki temel makromolekiillerin yapisinda bulunur ve biitiin yagam formlar i¢in
gerekli bir elementtir. S. cerevisiae’da da diger canlilarda oldugu gibi azotun hiicre dist
kaynaklardan alinmasi ve hiicre i¢inde kullanilmasi hem biyokimyasal ve hem de genetik
faktorlerin  kontrolii altindadir (Magasanik ve Kaiser 2002, Zhang ve ark. 2018). S.
Cerevisiae, azot fikse eden bir mikroorganizma olmadig igin azot ihtiyacini hiicre diginda
bulunan ve azot igeren bilesiklerden saglamaktadir. Azot kaynagi olarak ¢esitli amino asitleri,
uire, allantoin gibi yaklasik 30 farkli azotlu bilesigi metabolize ederek azot kaynagi olarak
kullanabilir. Bu azotlu bilesiklerin S. cerevisiae iireme hizina veya bdliinme siiresine etkileri
de tayin edilmistir (Godard ve ark. 2017). Azot kaynaklarmin kullanim etkinliklerinin S.
cerevisiae susuna gore degisiklik gosterdigi de bilinmektedir. Sekil 2.6’da S. cerevisiae sigma

1278b susunda farkli azot kaynaklarinin iireme siirelerine etkileri verilmistir (Godard ve ark.

2017).
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Amonyum genellikle S. cerevisiae i¢in en kolay asimile edilebilen azot kaynagi olarak tercih
edilir ve zengin azot kaynagi olarak bilinir. Allantoin ve iire gibi bilesikler ise zayif azot
kaynagi olarak bilinmektedir. Bunun biyokimyasal nedeni ise hiicre igine alinan amonyum tek
reaksiyon ile glutamik asite baglanip azot deposu gibi kullanilan glutamine doniistiiriiliirken,
allantoin, ire ve diger =zayif azot kaynaklarmin glutamik asite direk olarak

baglanamamalaridir. (Sekil 2.6)
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Sekil 2.6. Farkli azot kaynaklarinin S. cerevisiae 'da boliinme siiresine etkileri.

Parantez i¢indeki rakamlar ilgili azotlu bilesigin mM olarak konsantrasyonunu gostermektedir
(Godard ve ark. 2007).

Azot kaynaginin kontrol mekanizmasi genel olarak Nitrogen Catabolite Repression (NCR)
olarak bilinen mekanizma ile kontrol edilir. Azot kaynagina gore azot kullanimi i¢in ana
diizenleyici faktorler TOR kinaz ve GATAA faktorleri olarak bilinen transkripsiyon
faktorleridir. TOR kinaz, azot kaynaginin kalitesine gore GATAA faktorlerinin niikleo-
sitoplazmik lokasyonunu kontrol eder. GATAA faktorleri ise azot kaynaginin durumuna gore

hedef genleri baskilayan veya aktive eden transkripsiyon faktorlerinin genel adidir. GATAA
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faktorleri hedef genlerin promotor dizilerinde 5’-GATAA-3’ sekansina spesifik olarak
baglanma Ozelligi olan faktorlerdir (Ko ve Engel 1993). Bu faktorlerden GIn3 ve Gatl
aktivator, Gzf3 ve Dal80 ise represor olarak islevi olan transkripsiyon faktérleridir (Zhang ve
ark. 2018).

Ureme ortaminda tercih edilen azot kaynag bulundugunda (amonyum ve glutamin gibi) GIn3
ve Gatl faktorleri TOR kinaz tarafindan fosforlanarak sitoplazmada tutulurlar. Bu faktorler
ayni zamanda sitoplazmada Ure2 olarak bilinen faktor ile de kompleks olusturular (Sekil 2.7).
Ureme ortaminda azot eksikligi meydana geldiginde veya iire, allantoin, ya da amino asitler
azot kaynagi olarak bulundugunda TOR kinazin aktivitesi de inhibe edilir ve GIn3 ile Gatl
defosforile edilerek niikleusa tasinir. Niikleusta ise alternatif azot kaynaklarinin hiicre igine
tasinim1 ve kullanimi i¢in gerekli genleri aktive ederler. Gzf3 ise zengin azot kaynagi
oldugunda Gatl transkripsiyonunu baskilayan represordiir. GATAA faktorelerinin birbiri ile
etkilesimi oldukc¢a komplekstir (Zhang ve ark. 2018).

C Nitrogen repletion Nitrogen starvation

ap‘ ! ’ ’\1 P
e CHEIER G
membrane P PPIA_\,

O?O

o2

Nuclear #2 QA
membrane / \
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b
)/

U

Sekil 2.7. TOR kompleksinin azot sinyal yolagindaki islevi (Zhang ve ark. 2018).
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Sekil 2.8’de azot metabolizmasinin ana yolaklar1 sematik diyagrami verilmistir. Yesil ile
gosterilenler tercih edilen azot kullamim yolaklarini, turuncu ile gosterilenler ise tercih
edilmeyenleri gostermektedir. Glikozlu ortamda biiyiitiilen hiicrelerde amonyum iki yolak ile
asimile edilmektedir. NADPH’ye bagli glutamat dehidrogenaz (GDHI1) tarafindan
katalizlenen glutamat sentezinde amonyum ve ketoglutarattan glutamat sentezlenmektedir.
Diger yolak olarak da glutamin sentetaz (GLN1) ile amonyum ve glutamattan, glutamin
sentezlenmektedir (Ljungdahl ve Daignan-Fornier 2012) Glutamat ve glutamin, biyosentez
reasksiyonlarmin iki ana azot dondriidiir. Amonyum, glutamat ve glutamin, azot
metabolizmasinin merkezini olusturan spesifik enzim sistemleri ile birbirine baglanir (Godard

ve ark. 2007, Zhang ve ark. 2018)
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Sekil 2.8. Azot metabolizmasinin ana yolaklar1 (Ljungdahl ve Daignan-Fornier 2012).
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TOR kompleksi 2 (TORC?2), hiicre dongiisii ilerlemesi, hiicre duvari biitiinliigii ve reseptor
endositozu sirasinda aktin hiicre iskeleti polarizasyonunun diizenlenmesinde rol oynar. TOR2
iki temel sinyal fonksiyonuna sahiptir. Ilk fonksiyon TORI ile ortaktir ve beslenmeye yanit
olarak translasyonun baslatilmas1 ve erken G1 ilerlemesinin aktivasyonu igin gereklidir. ikinci
temel fonksiyon ise TOR2'ye 6zgiidiir ve aktin hiicre iskeletinin hiicre dongiisiine bagli

polarizasyonuna aracilik eder (Crespo ve Hall 2002).

TOR’un, azot kaynagi, amino asitler, ATP, fosfatidik asit ve stres dahil olmak {izere ¢ok
cesitli uyaricilara cevap olarak bir dizi farkli efektor yolunu aktive ettigi bilinmektedir

(Crespo ve Hall 2002).

Besin aglig1 ve cevresel stres, hiicre bliylimesinin kontrolii ve hayatta kalma acisindan énemli
olan metabolik tepkileri tesvik eder. Korunmus TOR (rapamisin hedefi) Ser / Thr kinazlari,
besin agisindan zengin kosullar altinda aktive edilir ve otofajinin indiiklenmesine yol agan
aclikta inhibe edilir. Aminoasit acligi ya da Rapamisin tedavisi ile TOR inaktive olur ve
bozunmay1 saglayan permeaz, vakuole verilir (Dobzinski ve ark. 2015). Amino asit aghigi
sonucu TOR inaktive olur ve golgi proteinlerini mayadaki bozunma i¢in vakuole vermeye
tesvik eder (Dobzinski ve ark. 2015).

2.6. Sacchoromyces cerevisiae’de Psodohifsel Gelismenin Genetigi Ve Biyolojisi

S. cerevisiae hiicreleri, beslenme ortamlarindaki azot agligi karsisinda Ras2 proteininin
algistyla psodohif denen bir yap1 gelistirir. Bu durumda mitoz bdliinme sonucu olusan yavru
hiicre ana hiicreden ayrilmaz ve bdliinen hiicreler birbirine bagh kalir. Bu yapr kiiflerin
olusturdugu sinsizyum yapisindan faklidir. Hiicreler arasinda hiicre duvart yapisi korunur (Lo
ve Dranginis 1998). Normal hif yapisindan farkli olarak psddohiflerde hiicreler arasi

baglantilar vardir ama sitoplazmalar kaynasmaz.

Psodohif olusumu ilk kez S. cerevisiae sigma susunda kesfedilmistir (Gimeno ve ark. 1992).
Bu susta yapilan transkriptom analizinde psddohif gelisiminde 691 genin islevi oldugu
bulunmustur (Ryan ve ark. 2012). Psddohif olusumunda sensor olan faktér, membranda yer

alan Ras2’dir. Ras2 sinyal yolagmin aktivasyonu sonucu yukarida da verildigi sekilde 691
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genin transkripsiyonu yeniden programlanarak psddohif yapisi olusur. Psddohif olusumda
gerekli olan transkripsiyon faktorii Tec1’dir. Bu transkripsiyon faktorii psédohif olusumu igin

gerekli olan Flo11’in transkripsiyonunu aktive eder.

Sekil 2.9. S.cerevisiae 'de psodohifsel gelisim (Ceccato-Antonini ve Sudbery 2004)

Flol1 psodohifsel iireme, flokulasyon (kiimelenme) ve biyofilm olusumu ig¢in maya

hiicrelerinde gerekli olan bir hiicre ylizey glikoproteinidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirmada Kullamlan Maya Suslari ve Ureme Kosullari

Tez calismasinda kullanilan maya suslarinin kaynaklar1i ve oOzellikleri ¢izelge 3.1°de
verilmistir. Bu aragtirmada kullanilan S. cerevisiae suslari, diger aragtirmacilarin maya
kolleksiyonlarindan saglandi. YST101 laboratuvar kodu ile verilen S. cerevisiae susunda azot
sinyal iletim yolu ile ilgili hi¢bir mutasyon bulunmamaktadir. Bu maya susu Prof. Dr. P.J.
Farabaugh’dan sagland1 (University of Maryland Baltimore County, Maryland, ABD).
YST182 ve YST184 kodlu S. cerevisiae suslari ise Prof. Dr. Evelyne Dubois’den saglandi
(Laboratoire de Microbiologie, Universite Libre de Bruxelles, Briiksel, Belgika). YST182
kodlu S. cerevisiae susunda azot metabolizmasi ile ilgili herhangi bir mutasyon bulunmazken,
bu susa izogenik olan YST184 susunda ise azot sinyal yolagina bagl olarak hedef genlerin
aktivasyonunu saglayan transkripsiyon faktorleri GIn3 ve Gatl delesyonla genomdan
cikarilmigtir. YST246 nolu S. cerevisiae susu ise Prof. Dr. Maria E. Cardenias’dan saglandi
(Department of Molecular Genetics and Microbiology, Duke University Medical Center,
Durham, North Carolina, ABD). Bu maya susunun genomunda bulunan ras2 mutasyonu
dolayisiyla psddohifsel tiremeye yatkin oldugu bilinmektedir (Zurita-Martinez ve Cardenas
2005).

Yukarida verilen arastirma laboratuvarlarindan saglanan S.cerevisiae 6rnekleri, ayr1 ayrt YPD
(Yeast Extract, Peptone, Dextrose) petrilerine ¢izgi ekimi yapilarak standart inkiibasyon
sartlarinda yeniden iiretilmek tizere 30 °C’de, 48 saat inkiibatorde tiremeye birakildi. Uretilen
maya Orneklerinden steril kiirdan ile bir miktar alinarak uzun siireli stoklar i¢in 1 ml %20’lik
gliserol igeren mikrofiij tiiplerinde siispanse edildikten sonra —80 °C’de derin dondurucuda
depo edildi. Maya Kkiiltiirleri arastirmalar esnasinda sivi kiiltiir baslatmak amaciyla +4 °C’de
buzdolabinda muhafaza edildi. Thtiyac oldugunda tekrar —80 °C’de depolanan stoklardan YPD
petrilerinde tekrar taze kiiltiirler hazirlandi. S. cerevisiae suslarinin iiretilmesinde kullanilan

besiyeri igerikleri ve bu besiyerlerinin hazirlanmasi1 Ek 1°de verildi.

YPD besiyeri segici olmayan tam besiyeri olarak S. cerevisiae suslarinin transformasyon

oncesi iiretilmesinde kullanildi. Transformantlar ise segici besiyeri olarak kullanilan urasil
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icermeyen minimal tam besiyerinde (YNB-Ura+%?2 glukoz) iiretildi (Rose ve ark. 1990).
YST182 ve YST184 suslarinin minimal besiyerinde liremeleri ig¢in okzotrofik gereksinimleri
olduklar1 aminoasitler (histidin, l6sin, lizin, metionin, triptofan ve adenin) kati ve sivi
besiyerine ilave edildi (Rose ve ark. 1990). Sivi besiyerlerinde iireme igin standart iireme
sartlar1 olan 30 °C’de ¢alkalamali inkiibatorde 140 doniis/dakika hizda istenilen hiicre
yogunluguna (logaritmik faz veya duragan faz) kadar fretildi. Maya suslarinin kati
besiyerinde yani petrilerde iiretilmeleri igin ise ekim yapilan petriler 28-30 °C’de 24-48 saat

inkiibasyona birakild1. Ureme siireleri, kullanilan besiyerine gore degisiklik gostermektedir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslari ve dzellikleri

ST Lab  Genotipi ve ilgili mutasyonlar Kaynak
Kodu
YST101 MAT q, ura3-52. P.J. Farabaugh

MAT a, ade2A::hisG, his3A200, leu2A0, lys2A0, E. Dubois

YST182 met15AO0, trpl A63, ura3AO0.

MAT o, ade2A::hisG, his3A200, leu2A0, lys2A0, | E. Dubois
YST184  met15A0, trplA63, ura3A0, gin3::KanMX4, gatl::
KanMX4

YST246 MAT a, ura3-52. M.E. Cardenas

3.2. Ty-LacZ Ekspresyon Vektoriiniin Ozellikleri ve Transformasyonu

Azot sinyal iletim yolunun Tyl ve Ty2 elementlerinde gen ifadesine etkilerini incelemek i¢in
Tyl-LacZ ve Ty2-LacZ gen flizyonlar1 kullanildi. LacZ geni kantitatif yontemle hizli bir
sekilde gen ifadesinin analizinde raportdr gen olarak uzun yillardir kullanilmaktadir (Guarente
1983). Hem Tyl-lacZ ve hem de Ty2-lacZ gen fiizyonlar1 S. cerevisiae hiicrelerinde segici
minimal besiyeri ortaminda stabil bir sekilde replike oldugu bilinen 2 mikron-URA3
plazmitine daha once yapilan ¢alismalar ile klonlanmistir. Tyl-lacZ ve Ty2-lacZ ekspresyon

vektorlerinin saglandig1 kaynaklar ve yapilari asagida verildigi sekildedir.
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Tyl-lacZ gen flizyonunda, Tyl elementinin ilk 1500 baz cifti (b¢) uzunlugundaki bolimii
bulunmaktadir. Bu bolim Tyl delta sekansi ve kodlama bolgesinin bir boliimiinii igermekte
olup Tyl ’in transkripsiyonel kontrolii i¢in gerekli olan biitiin elementleri icerdigi daha 6nce
gosterilmistir (Morillion ve ark. 2002). Tyl-lacZ ekspresyon plazmidi P. Lesage’dan (UPR
9073 du CNRS, Institut de Biologie Physico-Chimique, Paris, Fransa) saglandi. Tyl-lacZ gen
flizyonunun ilgili plazmite klonlama islemleri verilen kaynakta agiklanmaktadir (Morillion ve

ark. 2002).

Ty2-lacZ gen fiizyonunda ise Ty2 elementinin ilk 750 baz ¢ifti uzunlugundaki bolimii
bulunmaktadir. Bu boliim Ty2’nin delta sekansini ve kodlama bdélgesinin bir boliimiini
icermektedir. Ty2’de de transkripsiyonel kontrol i¢in verilen bu 750 b¢’lik boliimiin yeterli
oldugu daha once yapilan ¢alismalarda teyit edilmistir. Ty2-lacZ ekspresyon vektorii de 2
mikron-URA3 plazmiti {izerine klonlanmistir. Ty2-lacZ vektorii P.J. Farabaugh tarafindan
saglanmistir ve daha Once laboratuvarimizda yapilan c¢alismalarda da kullanilmigtir
(Farabaugh ve ark. 1993). Ty2-lacZ ekspresyon vektoriiniin yapisi ve klonlama islemleri de
verilen kaynakta agiklanmaktadir (Farabaugh ve ark. 1989). Tyl-lacZ ve Ty2 lacZ ekspresyon
plazmitleri g¢ogaltimi ig¢in E. coli DH5a hiicrelerine CaCl,-MgCl, metodu kullanilarak
transformasyonu yapildi. Bakteri transformantlari LB-ampicillin besiyerinde iretildi (Ek-1).
E. coli’den plazmit saflastirma islemi ise ticari plazmit saflagtirma kiti kullanilarak {iretici
firma tarafindan agiklandigr sekilde yapildi. Saflastirilan plazmitler -20 °C’de buzdolabinda
depo edildi.

Tyl-lacZ ve Ty2-lacZ ekspresyon plazmitleri arastirmada kullanilan maya suslarina lityum
asetat-polietilen glikol yontemi ile transforme edildi. Bu yontem kaynakgada verilen referansa

gore ve asagida 6zetlendigi sekilde uygulandi (Rose ve ark. 1990).

Transformasyon igin S. cerevisiae suslari 6nce +4 °C’deki kat1 besin ortamindan alinarak 5
ml’lik YPD sivi besi ortaminda 30 °C’de bir gece (16- 18 saat), galkalamali inkiibatorde
tiretilerek duragan fazda olan on kiiltiir elde edildi. Ertesi giin, bu 6n kiiltiirler kullanilarak
baslangic ODgop degeri 0.2 olacak sekilde, 20 ml’lik YPD besiyerine ekim yapildi. Maya
suslarinin standart kosullarda logaritmik asamaya (yaklasik ODgpo= 1-1.5) kadar iiremeleri

saglandi. Ureme periyodu sonunda maya kiiltiirleri ayr1 ayr1 santrifiijde 1600 rpm’de
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coktiirtiliip 25 ml steril saf suda yikandi ve tekrar aym1 hizda ¢oktiiriildii. Maya peletleri
verilen kaynakta agiklandigi sekilde 0.1 M lityum asetat ¢ozeltisinde siispanse edildi. Bu
stispansiyonlardan taze mikrofiij tliplerine 50 pl alinarak tekrar ¢oktiiriildii. Elde edilen maya
hiicrelerine asagida verilen sira ile ilgili maddeler ilave edildi.

240 ul PEG (%50’lik stoktan)

36 ul 1 M LiAOc (taze stok)

6 ul denatiire Herring sperm DNA’s1

4-5 ul (1-2 nug) plazmid DNA’s1

64 ul dsH20

Toplam hacim 350 ul olacak sekilde su eklendi. Karisim vortekslenip 30 °C’lik etiivde 30 dk
bekletildi. Bu esnada 1sinmalari ig¢in petri kaplar1 da etlive konuldu. 30 dk sonra
transformantlar, 30 dk’da 42 °C’lik sicak su banyosunda bekletildi. Bekleme siiresinin
sonunda mikrofiij tiiplerindeki transformasyon karisimi 12500 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi.
Siipernatant atilip pelete 500 pl steril saf su eklendi. Pelet pipetaj ile nazikge siispanse edildi.
Bu transformasyon karisimindan 100 pl alinarak segici besiyeri petrilerine yayma ekimi

yapild.

YST101 ve YST246 S. cerevisia suslarinda urasil disinda herhangi bir okzotrofik mutasyon
olmadigindan bu suslarin transformantlart YNB-Ura +%2 glukoz petrilerine ekim yapildi.
YST182 ve YSTI184 suslart ise cesitli aminoasitler i¢in okzotrofik oldugundan gerekli
aminoasitler ilave edilmis YNB-Ura+%2 glukoz petrilerine ekim yapildi. Ekim yapilan
petriler 30 °C’lik etiivde maya transformant1 kolonilerden iri koloni olusturuncaya kadar (3-4
giin) inkiibe edildi. Maya transformantlari biiyiik koloni olusturduktan sonra bu kolonilerden
birkag adeti steril kiirdan ile alinarak tekrar YNB-Ura petrilerine 0.5-1 cm? kadar biiyiikliikte
pasajlar yapildi. Pasaj yapilan transformantlar tekrar 30 °C’de inkiibatorde 3-4 giin liremeye
birakildi. Bu pasajlar Tyl ve Ty2 ekspresyon vektorlerinden yapilan transkripsiyonu kantitatif
olarak B-Galaktozidaz aktivitesi tayini ile 6lgmek tizere sivi kiiltiirlere ekim yapmak i¢in

kullanildi.
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3.3. Sacchoromyces cerevisiae Transformantlarimin Uretilmesi

Yukarida agiklandigi sekilde elde edilen Tyl ve Ty2 transformantlarindan steril kiirdan ile az
miktarda alinarak 25 ml’lik erlende bulunan 5 ml’lik YNB-Ura+%2 (veya YST182 ve
YST184 transformantlar1 i¢in amino asit eklenmis YNB besiyerine) sivi kiiltiirlere ekim
yapildi ve standart sartlarda 16-18 saat tiretilerek duragan fazda olan 6n kiiltiirler elde edildi.
Bu 6n kiiltiirler kullanilarak tekrar 5 ml’lik YNB-Ura+%2 besiyerlerine baslangic hiicre
yogunlugu ODgpp=0.2 olacak sekilde ekim yapildi. Siv1 kiiltiirler ayni1 sartlarda logaritmik
asamaya kadar iiretildi. Ureme periyodu sonunda maya kiiltiirleri santrifiijde 1600 rpm’de 5
dk coktiiriilerek peletler elde edildi. Bu peletler 1 ml steril saf su ile siispanse edilerek bu kez
mikrofiij tiiplerine aktarild1 ve tekrar ¢oktiiriildii. Bu kez elde edilen maya peletleri 200 ml
maya lizis tampon ¢ozeltisinde (lizis buffer) siispanse edildi. Maya 6rnekleri [3-galaktozidaz
aktiviteleri dlgiilene kadar -80 °C’de depo edildi. Bu Tyl ve Ty2 transformantlardan yapilan

transkript miktarlar1 agagida verildigi sekilde B-galaktozidaz aktivitesi tayini ile belirlendi.

Farkli azot kaynaklarimin Tyl ve Ty2’de transkripsiyona etkilerini incelemek i¢in iireme
ortamina ilgili tablolarda verilen azot kaynaklar1 (amonyum, glutamin, prolin, triptofan, 16sin)
verilen miktarlarda sivi besiyerine azot kaynagi olarak ilave edildi. Psddohifsel tiremenin Ty
transkripsiyonuna etkilerini incelemek i¢in ise YST246 (s1278b) susu transformantlar1 dnce
logaritmik agsamaya kadar YNB+52 glukoz ortaminda iiretildi. Logaritmik asamaya gelen sivi
kiiltirler steril saf su ile 2 kez yikandi ve esit hacimde SLAD (Synthetic Low Amonium

Dextrose) ortaminda siispanse edilerek standart osullarda SLAD ortaminda 12 saat {iretildi.

Azot sinyal iletim yolaginin ana kontrol protein kinaz elemanlarindan birisi TOR’dur (Target
of Ramaycin). TOR aktivitesi azot acligi ile durdurulabildigi gibi rapamisin veya belirli
miktarlarda kafein ile de inhibe edilebilmektedir. Ty elementlerine TOR kinazin aktivitesini

tayin edebilmek icin lireme ortamina verilen konsantrasyonlarda kafein ilave edilmistir.

Maya transformantlar1 3’erli olarak iiretildi ve en az bir kez ayni sartlarda tekrarlandi.
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3.4. Beta-Galaktozidaz Aktivitelerinin Tayini

Yukarida agiklandigi sekilde hazirlanan transformantlar $-galaktozidaz aktivite tayini i¢in —80
°C’den almarak oda sicakligina kadar ¢coziilmeleri beklendi. Coziilen maya siispansiyonlarina
maya hiicrelerini permeabilize etmek i¢in 20 ul 0.1 M SDS ve 20 ul saf kloroform eklendi ve

karisim hizlica en son hizda 1 dk vortekslendi. Bu sekilde permeabilize edilmis maya lizatlari
elde edildi.

Her transformant sus i¢in {iglii olarak deney tiipleri hazirlandi ve deney tiiplerine 980 ul beta-
galaktozidaz enzimi tayini i¢in tampon ¢ozelti (kisaca Z Buffer olarak adlandirilmakta)
eklendi. Mikrofiij tiiplerindeki maya lizatlar1 tekrar vortekslenerek, orta kisimlardan 20 pl
almip Z buffer igeren deney tiiplerine pipetajlama yapilarak eklendi. Deney tiipleri 30 °C’lik
su banyosunda deney sicakliginin optimum dereceye ulagsmasi ig¢in 2 dk 6n inkiibasyona tabi
tutuldu. Daha sonra enzimatik aktivite tayin tiiplerine B-galaktozidaz enzimi substrati olan
onceden hazirlanmig ONPG ¢ozeltisinden 200 pl ilave edildi, hafifce karistirilarak tekrar 30
°C’deki su banyosunda inkiibasyona birakildi ve reaksiyon zamanini da tayin etmek igin
kronometre baslatildi. Reaksiyon tiiplerinde enzimatik aktivite sonucu belirli tonda sar1 renk
(acik limon sarist rengi) olustugu goriildiigiinde gegen siire dakika cinsinden kayit edildi ve
enzimatik reaksiyon tiiplerine 500 ul Na,CO; (Sodyum karbonat) ilave edilerek durduruldu.
Islem bittikten sonra B-galaktozidaz tiipleri santrifiijde 1600 rpm’de 5 dk ¢oktiiriildii, sivi
kisim spektrofotometre kiivetine aktarildi ve spektrofotometrede 420 nm’de absorbans

degerleri Olciilerek kayit altina alindi.

LacZ gen flizyonu kullanilarak yapilan gen ifadesinin kantitatif tayinlerinde Oolgiilen
aktivitenin normalizasyonu genellikle transformantlarin  hiicre yogunluguna (ODgoo
degerlerine) veya lizatlarin protein konsantrasyonuna gore yapilmaktadir. Bizim
deneylerimizde elde edilen B-galaktozidaz aktiviteleri, lizatlarda bulunan toplam ¢oziiniir
protein konsantrasyonuna gore normalize edildi. Transformant lizatlarindaki ¢oziiniir protein
konsantrasyonu ise kisaca asagida verildigi sekilde Lowry yontemi ile tayin edildi (Lowry ve
ark. 1951).
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Lowry yontemi ile ¢Oziiniir protein tayini i¢in deney tiiplerine 180 pl steril ve yukarida -
galaktozidaz aktivite tayininde kullanilan maya lizatlarindan 20 pl ilave edilerek kisaca
vortekslendi. Bu lizat karisimina taze olarak hazirlanmis Lowry-C ¢ozeltisinden 1 ml ilave
edildi ve 10 dk oda sicakliginda beklendi. Siire sonunda bu kez 1N Folin ¢ozeltisinden 100 pl
alinarak aym tiiplere ilave edildi ve hizlica vortekslendi. Daha sonra bu karisim oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildi ve siire sonunda deney tiipleri lizat artiklarini1 ¢oktiirmek igin
1600 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Elde edilen ¢ozelti peleti karistirmadan spektrofotometre
tiiplerine aktarildi ve dalga boyu OD7s5g de absorbans degerleri tayin edilerek kayit edildi.

Tyl ve Ty2 transformantlarindan elde edilen lizatlarda tayin edilen B-galaktozidaz aktiviteleri
ve ¢Oziiniir protein konsantrasyonlar1 Ek-2’de verilen esitlige gore degerlendirilerek Tyl ve
Ty2 gen fiizyonlarindan yapilan transkript miktarlar1 hesap edildi. Deneyler ii¢ tekrarli yapildi
ve en az bir kez takrarlandi. Bulgular boéliimiinde verilen herbir aktivite degeri en az 6-9
deneyin ortamalasidir. Elde edilen aktivitelerin standart sapma degerleri genellikle %1-15

araliginda olup B-galaktozidaz aktivite tayinleri i¢in kabul edilebilir standart sapma degeridir.
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4- BULGULAR

4.1. Tyl ve Ty2 Promotorlarinda GATA Faktorii Sekanslarinmn Incelenmesi

Tyl ve Ty2 elementlerinin genom dizileri uzun siire 6nce belirlenmis ve yayinlanmis olup,
ayrica Saccharomyces Genome Database’den (SGD) de erisim bulunmaktadir. Tyl ve
Ty2’nin sekanslarindaki farkliliklar da gesitli derlemelerde ayrintili olarak verilmistir (Kim ve
ark. 1998).

Azot sinyal iletimine yanit olarak maya genomunda ilgili gen aktivitelerini kontrol eden
transkripsiyon faktorlerinin 5’-GATAA-3’ sekansina baglandiklar1 uzun siire 6nce deneysel
olarak gosterilmistir (Ko ve Engel 1993, Zhang ve ark. 2018). Bu sekansa baglanan
transkripsiyon faktoreleri genel olarak GATAA faktorleri olarak bilinmektedir. Bu
faktorlerden bazilar1 hedef genlerde aktivator olarak islev goriirken (GIn3/Gatl gibi) bazilart
da represor olarak islev gormektedir (Zhang ve ark. 2018). Arastirmamizda ilk 6nce Tyl ve
Ty2’nin promotor bolgelerinde GATAA faktorlerinin baglanabilecegi dizilerin olup olmadigi
aragtirildi. Tyl ve Ty2’nin Tyl-lacZ ve Ty2-lacZ gen fiizyonlarinda bulunan promotor
bolgeleri SGD’den alinarak GATAA faktorleri i¢in potansiyel baglanma dizilerinin promotor
tizerindeki yerleri ve sayilar incelendi. Tyl ve Ty2 promotorlarinda GATAA faktorlerinin
baglanabilecegi sekans analizinde hem Tyl ve hem de Ty2’de GATAA faktorlerinin
baglandig1 ¢ok sayida GATAA konsensiis dizisi bulundugu goriildii. Ty2’nin transkripsiyonel
kontroliinde yer alan ilk 750 bg’lik bolgesinde 5 adet GATAA faktorii baglanma dizisi oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Lakin bu GATAA dizilerinden 3 tanesinin Ty2
DNA’sinda Crick zincirinde yer aldigi da dikkat c¢ekmektedir. GATAA faktorlerinin
baglanma 6zelligi olarak 5 potansiyel GATAA faktorii baglanma dizisinin 4 tanesinin Ty2’de
transkribe edilen bolgede yer aldigi da dikkat ¢ekmektedir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Tyl elementinin transkripsiyonel kontrol bolgesinde de potansiyel GATA faktorii baglanma
sekanslariin varligi da incelendi (Sekil 4.2). Yapilan sekans analizinde Tyl elementinde 6
adet poantisyel GATAA faktorii baglanma dizisi oldugu goriildii. Bu baglanma bolgelerinden
4 tanesinin de Tyl’de transkribe edilen bolgede yer aldigi goriilmektedir. Hem Tyl hem de
Ty2’de ayrica GATAA faktorleri icin zayif baglanma dizisi olarak degerlendirilen GATAA
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sekansinin bulundugu da belirlendi. Tyl ve Ty2 promotor dizilerinde GATAA faktorii
baglanma sekanslari tayin edildikten sonra yaban tip maya susunda farkli azot kaynaklarinin

Tyl ve Ty2 transkripsiyonuna etkileri analiz edildi.

1 TGTTGGAATAAAAATCAACTATCATCTACTAACTAGTATTTACGTTACTAGTATATTATC

61 ATATACGGTGTTAGAAGATGACACAAATGATGAGAAATAGTCATCTAAATTAGTGGAAGC
121 TGAAACGCAAGGATTGATAATGTAATAGGATCAATGAATATTAACATATAAAATGATGAT
181 AATAATATTTATAGAATTGTGTAGAATTGCAGATTCCCTTTCATGGATTCCTAAATCCTT
241 GAGGAGAACTTCTAGTATATCTACATACCTAATATTATAGCCTTAATCACAATGGAATCC
301 CAACAATTACATCAAAATCCACATTCTCTACATGGTAGCG CCTATGCTTCGGTTACTTCT
361 AAGGAAGTCTCATCAAATCAAGATCCGTT GCCGTTTCAGCTTCCAATTTACCGGAATTT

421 GATAGAGATTCCACTAAGGTTAATTCTCAACAAGAGACAACACCTGGGACATCAGCTGTT
481 CCAGAGAACCATCATCATGTCTCTCCTCAACCTGCTTCAGTACCACCTCCACAGAATGGA
541 CAGTACCAACAGCACGGCATGATGACTCCAAACAAAGCTATGGCTTCTAACTGGGCACAT
601 TACCAACAACCATCTATGATGACGTGTTCACATTATCAAACGTCACCTGCGTATTATCAA
661 CCGGACCCACACTATCCGCTGCCACAGTATATCCCACCGCTGAGTACTTCCTCACCTGAT
721 CCAATCGATTCACAGGATCACACTCTGAAGTACCTCAAGCTAAGACAAAGGTGAGAAAT

Sekil 4.1. Ty2 promotorunda potansiyel GATA faktorii baglanma yerleri.

Ty2 sekansi S. cerevisiae’nin sekanslanan susundan (BY4741) Kromozom II’de baslangi¢
noktas1 29644 b¢ olan Ty2 elementinden ilk 800 bg¢’lik bdlge alinmistir. Potansiyel GATA
faktorii baglanma dizileri GATAA/TTATC (alt zincirde) renkli ve lat ¢izgili olarak
verilmektedir. Sekansi verilen bu Ty2 elementinde TATAAA Kutusu 5’ ucuna gore 167- 173
b¢ bolgesinde yer almaktadir. mRNA baslangic noktasi 241bg¢ olarak belirlenmistir.
Translasyon baglangis noktasi ise 292. bg¢’dir.
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1 TGTTGGAATAGAAATCAACTATCATCTACTAACTAGTATTTACATTACTAGTATATTATC

61 ATATACGGTGTTAGAAGATGACGCAAATGATGAGAAATAGTCATCTAAATTAGTGGAAGC
121 TGAAACGCAAGGATTGATAATGTAATAGGATCAATGAATATAAACATATAAAATGATGAT
181 AATAATATTTATAGAATTGTGTAGAATTGCAGATTCCCTTTTATGGATTCCTAAATCCTT
241 GAGGAGAACTTCTAGTATATTCTGTATACCTAATATTATAGCCTITATCAACAATGGAAT
301 CCCAACAATTATCTCAACATTCACCCATTTCTCATGGTAGCGCCTGTGCTTCGGTTACTT
361 CTAAGGAAGTCCACACAAATCAAGATCCGTTAGACGTTTCAGCTTCCAAAACAGAAGAAT
421 GTGAGAAGGCTTCCACTAAGGCTAACTCTCAACAGACAACAACACCTGCTTCATCAGCTG
481 TTCCAGAGAACCCCCATCATGCCTCTCCTCAAACTGCTCAGTCACATTCACCACAGAATG
541 GGCCGTACCCACAGCAGTGCATGATGACCCAAAACCAAGCCAATCCATCTGGTTGGTCAT
601 TTTACGGACACCCATCTATGATTCCGTATACACCTTATCAAATGTCGCCTATGTACTTTC
661 CACCTGGGCCACAATCACAGTTTCCGCAGTATCCATCATCAGTTGGAACGCCTCTGAGCA
721 CTCCATCACCTGAGTCAGGTAATACATTTACTGATTCATCCTCAGCGGACTCTGATATGA
781 CATCCACTAAAAAATATGTCAGACCACCACCAATGTTAACCTCACCTAATGACTTTCCAA
841 ATTGGGTTAAAACATACATCAAATTTTTACAAAACTCGATCTCGGTGGT ATTATTCCGA
901 CAGTAAACGGAAAACCCGTACGTCAGATCACTGATGATGAACTCACCTTCTTGTATAACA
961 CTTTTCAAATATTTGCTCCCTCTCAATTCCTACCTACCTGGGTCAAAGACATCCTATCCG
1021 TTGATTATACGGATATCATGAAAATTCTTTCCAAAAGTATTGAAAAAATGCAATCTGATA
1081 CCCAAGAGGCAAACGACATTGTGACCCTGGCAAATTTGCATATAATGGCAGTACACCTG
1141 CAGATGCATTTGAAACAAAAGTCACAAACATTATCGACAGACTGAACAATAATGGCATTC
1201 ATATCAATAACAAGGTCGCATGCCAATTAATTATGAGAGGTCTATCTGGCGAATATAAAT
1261 TTTTACGCTACACACGTCATCGACATCTAAATATGACAGTCGCTGAACTGTTCTTAGATA
1321 TCCATGCTATTTATGAAGAACAACAGGGATCGAGAAACAGTAAACCTAATTACAGGAGAA
1381 ATCCGAGTGATGAGAAGAATGATTCTCGCAGCTATACGAATACAACCAAACCCAAAGTTA
1441 TAGCTCGGAATCCTCAAAAAACAAATAATTCGAAATCGAAAACAGCCAGGGCTCACAATG
1500

Sekil 4.2. Tyl promotorunda potansiyel GATA faktori baglanma yerleri.

Tyl sekansi S. cerevisiae’nin sekanslanan susundan (BY4741) Kromozom XVI’da baslangig
noktas1 804645 bg olan Tyl elementinden ilk 1500 bg¢’lik bdlge alinmistir. Potansiyel GATA
faktorii baglanma dizileri GATAA/TTATC (alt zincirde) renkli ve alt ¢izgili olarak
verilmektedir. Sekansi verilen bu Tyl elementinde TATAAA Kutusu 5° ucuna gore 166- 172
bg bolgesinde yer almaktadir.

4.2 Farkh Azot Kaynaklarinin Ty Viriislerinde Transkripsiyona Etkileri

Tyl-lacZ ve Ty2 lacZ ekspresyon vektoriiniin YST101 transformantlari, bu elementlere farkl
azot kaynaklarimin etkilerini incelemek igin besiyerinde azot kaynagi olarak amonyum veya
cesitli aminoasitleri iceren iireme ortamlarinda iiretildi. Ureme periyotlar1 sonunda yaban tip
maya susunda Tyl-lacZ ve Ty2 lacZ gen fiizyonlarindan yapilan transkript seviyeleri j3-

galaktozidaz testi uygulanarak tayin edildi. S. cerevisiae nin tercih ettigi azot kaynaklari
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amonyum ve glutamindir. Bu azot kaynaklarinin varliginda Tyl ve Ty2’den yapilan transkript

seviyeleri sirastyla 1654 ve 224 {inite olarak tayin edildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Farkli azot kaynaklarinin Tyl ve Ty2’de transkripsiyona etkileri.

B-Galaktozidaz Aktiviteleri*+ SD
Azot Kaynagi Tyl Ty2
%0.5 Amonyum | 1654 £ 7 224 +£7
%0.2 Glutamin 1918 + 202 190+5
%0.2 Prolin 1980 + 17 190+ 6
%0.2 Trptofan 2100+ 9 160+ 5
%0.2 Losin 1422 + 25 229+ 7

*B-Galaktozidaz aktiviteleri nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir.
+ SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir.

Alternatif azot kaynagi olarak kullanilan aminoasitler (prolin, trptofan ve 16sin) iireme
ortaminda tek c¢esit azot kaynagi olarak bulundugunda ise Tyl ve Ty2 transkripsiyon
seviyelerinde normal azot ortamina gore az da olsa farkliliklar oldugu gériildii. Ozellikle azot
kaynag1 olarak triptofan lireme ortaminda bulundugunda Tyl’de transkripsiyonel artig
yaklasik %27 olarak (1654’den 2100’e) goriiliirken Ty2 transkripsiyonunda %40 kadar
azalma (224’den 160’a) oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde zayif azot kaynagi olarak
degerlendirilen prolin iireme ortaminda bulundugunda Tyl transkripsiyonunda artis (1654
tiniteden 1980 iiniteye) goriiliirken ayni1 azot kaynagimin Ty2’de transkripsiyona ¢ok fazla
etkisinin olmadig1 dikkat ¢ekmektedir. Bu sonuglar Tyl ve Ty2 elementlerinde
transkripsiyonun farkli azot kaynaklarina degisik sekilde yanmit verdigi seklinde

degerlendirilmistir.
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4.3. Ty 1 Transkripsiyonuna GATAA Faktorlerinin Etkisi

Yaban tip S. cerevisiae susunda farkli azot kaynaklarmin Tyl ve Ty2 transkripsiyonuna
etkileri analiz edildikten sonra bu elementlerde standard iireme kosullarinda ve farkli azot
kaynaklart olan ortamda GATA transkripsiyon aktivatorleri olan GIn3 ve Gatl faktorlerinin
etkileri incelendi. Sonuglar ¢izelge 4.2°de verildi.

Cizelge 4.2. GATA faktorlerinin Tyl transkripsiyonuna etkileri

B-Galaktozidaz Aktiviteleri*+ SD
AzotKaynagl |\ i antip (YST182) | Agind/gatl ikili mutant susu (YST184)
%0.5 Amonyum | 2375+ 8 1092 + 22
%0.2 Glutamin 1844 + 45 292 + 17
%0.2 Prolin 3448 + 188 675+ 35

**[-Galaktozidaz aktiviteleri nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir.
+ SD: Standart sapma degerlerini géstermektedir.

Tyl transkripsiyon seviyeleri farkli azot kaynaklari iceren lireme ortamlarinda yaban tip
(YST182) ve gIn3/gatl faktorlerini icermeyen ikili mutant susda karsilagtirmali olarak analiz
edildi. Yaban tip susta normal azot kaynagi olarak degerlendirilen amonyumlu ortamda 2375
tinite olan transkripsiyon azot kaynagi olarak prolin igeren ortamda yaklasik %45’lik artis ile
3448 {iiniteye yiikseldigi belirlendi (Cizelge 4.2). Tyl transkripsiyonu gln3/gatl mutantinda
incelendiginde ise izogenik yaban tip susa gore Tyl transkripsiyonunda 6nemli azalmalar
oldugu goriildii. Mutant susta normal azot ortaminda dahi Tyl transkripsiyonunda yaklasik
%50 azalma oldugu goriildi. Prolin ortaminda ise mutant susta transkripsiyonun yaban tip
susa oranla yaklasik 5 kat kadar azaldigi ve transkripsiyonun 3448 iiniteden 675 {iiniteye
diistigii belirlendi. Yaban tip susta glutamin ortaminda da Tyl transkripsiyonunda az
miktarda azalma oldugu goriildii (Cizelge 4.2). Bu durumun daha once ilgili referansta da

aciklandigr gibi farkli maya suslarinin degisik azot kaynaklarina verdigi yamitin farkliligindan
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kaynaklanmis olabilecegi seklinde degerlendirildi (Georis ve ark. 2009). Bu nedenle arastirma

sonuclar1 farkli maya suslarindan ziyade izogenik olan suslar arasinda karsilagtirildu.

4.4. Ty 2 Transkripsiyonuna GATAA Faktorlerine Etkisi

GATA faktorlerinin Ty2 transkripsiyonuna etkileri de yaban tip ve izogenik gln3/gatl mutant
susunda karsilastirmali  olarak incelendi. Sonuglar Cizelge 4.3’de wverildi. Ty2
transkripsiyonunun da farkli bir yaban tip sus olan YST182’de YST101 susundaki ekspresyon
seviyesine gore daha diisiik seviyede gerceklestigi goriildii. Bu yaban tip maya susunda Ty2
ekspresyonun da glutamin ve prolin ortamlarinda yaklagik 2-3 kat artis gosterdigi belirlendi.
Amonyum iceren ortamda 115 iinite olarak belirlenen transkripsiyonun glutamin ortaminda

188 iiniteye, prolin ortaminda ise 309 iiniteye yiikseldigi tayin edildi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. GATA faktorlerinin Ty2 transkripsiyonuna etkileri

B-Galaktozidaz Aktiviteleri*+ SD
Azot Kaynagi . .
Yaban tip (YST182) | AgIn3/gatl ¢ift mutant susu (YST184)
%0.5 Amonyum 115+ 20 80+4
%0.2 Glutamin 188 + 10 15+3
%0.2 Prolin 309+6 15+2

*B-Galaktozidaz aktiviteleri nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir.
+ SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir.

Ty2 transkripsiyon seviyesi gln3/gatl mutant susunda izogenik yaban tip susa gore 20 kat
kadar azalma gosterdigi belirlendi. Yaban tip susta (YST182) glutamin ortaminda 188 iinite
olan Ty2 transkripsiyonu gIn3/gat]l mutant susunda (YST184) yaklasik 12-kat azalarak 15
tinite olarak gerceklesti. Benzer sekilde yaban tip maya susunda prolin ortaminda 309 iinite
olan Ty2 transkripsiyonunun mutant susta 20 kat azalarak 15 iinite olarak gergeklestigi
bulundu. Bu sonuglar azot sinyal yolaginin Tyl elementine gére Ty2’de transkripsiyona daha

fazla etki ettigi ve azot sinyal yolagina yanit olarak Ty transkripsiyonlarinin kontrol
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edilmesinde transkripsiyon faktérleri GIn3 ve Gatl’in direk veya dolayli olarak islevleri

oldugunu da gdstermektedir.

4.5. Psédohifsel Uremenin Ty Transkripsiyonuna Etkisi

S. cerevisiae hiicreleri iireme ortaminda yetersiz miktarda azot kaynagi bulundugunda normal
ireme dongiisiinden ¢ikarak pseudohif olarak adlandirilan gelisim seklinde iirmeye
baslamaktadir. Normal sartlarda boliinen maya hiicreleri birbirinden ayrilirken, azot
kaynaginin ¢ok sinirli oldugu durumda bdliinen maya hiicreleri birbirine bagl kalarak
kiiflerde goriilen hif benzeri yapi olusturular. Kiiflerdeki hif yapisindan farkli olarak
pseudohifte hiicre duvarlar1 korunmaktadir. Pseudohifsel iireme s1278b susu olarak
tanimlanan S. cerevisiae susunda kolaylikla uyarilabilirken bazi maya suslarinda pseudohifsel
tiremeyi saglamak mayalarin genetik kokenindeki farklilik dolayisyla  giicliikle
saglanmaktadir. s1278b susunda spontan olarak olustugu bilinen ras2 mutasyonu dolayisla
pseudohifsel uyarim daha kolay olmakta ve SLAD ortaminda kisa siirede ortamdaki maya
hiicrelerinin biiyiik bir yiizdesi pseudohifsel gelism gdstermeye baslamaktadir. Bu nedenle
pseudohifsel iiremeye de neden olan azot achiginin Ty elementlerine etkisini test etmek igin
Tyl-lacZ ve Ty2-lacZ vektorleri £1278b susuna transform edildi. Transformantlar logaritmik
asamaya kadar standart YNB+%2 glukoz ortaminda iiretildikten sonra bu asamada SLAD

ortamina aktarild: ve bu ortamda da 12 saat inkiibe edildi.

SLAD ortaminda pseudohifsel iiremenin uyarilmasi sonucu Tyl ve Ty2’de transkripsiyonun
farkli sekilde gerceklestigi bulundu (Cizelge 4,4). SLAD ortaminda iireme sonucu Tyl
transkripsiyonunda Onemli seviyede artis goriiliirken (2797 {initeden 4299 {initeye) Ty2

elementinde ise transkripsiyonda en az 2-kat azalma oldugu tayin edildi (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Pseudohifsel iiremenin Tyl ve Ty2’de transkripsiyona etkileri

B-Galaktozidaz Aktiviteleri*+ SD
Ty vektorii

Normal ortam SLAD ortam
Tyl-lacz 2797 £ 73 4299 + 63
Ty2-lacZ 193+ 6 80+3

*B-Galaktozidaz aktiviteleri nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir.
+ SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir.

4.6. TOR Inhibitorii Olarak Kafeinin Ty Transkripsiyonuna Etkisi

TOR kinaz azot sinyal iletim yolaginin 6nemli bir bilesenidir. TOR kinaz aktivitesi S.
cerevisiae’da iireme ortami kosullarina gore kontrol edilir. TOR S. cerevisiae’da iki farkli
kompleks olarak olarak bulunur. Bunlardan TOR kompleksi 1 (TORC1) iireme kosullarina
uygun olarak hiicre dongiisii, gen ekspresyonu ve translasyon olmak {izere ¢ok sayida hiicresel
olayin kontroliinde yer almaktadir (Wullschleger ve ark 2006; Loewith ve ark. 2002). TOR2
kompleksi ise (TORC2) polarize hiicre biiyiimesi ve hiicre iskeletinin organizasyonunda yer
almnaktadir (Loewith ve ark. 2002). TORC1’in aktivitesinin rapamisin ile bloke edildigi
bilinmektedir. Ayrica kafein’in de belirli konsantrasyonlarda uygulandiginda TORC1
aktivitesini bloke edebildigi rapor edilmistir (Reinke ve ark. 2006). Kafein, tam olarak
karakterize edilemeyen bir mekanizma ile genelde hiicre 6liimiine yol agan dogal bir piirin

analogudur (Kuranda ve ark. 2006)

Ty2 elementi transkripsiyonunda TOR kompleksinin normal kosullarda islevi olup olmadigi
rapamisin kullanilarak farkli maya suslarinda daha 6nce incelenmistir (Bayram 2003). Bu
calismada ise TOR inhibitorii olarak kullanilan kafein farkli dozlarda kullanildiginda Tyl ve
Ty2 de transkripsiyona etkisi olup olmadigi X1278b susunda incelendi. Elde edilen sonuglar
Cizelge 4.4’de verildi. TORC1 kompleksi inhibitorii olarak iireme ortamina kafein ilave
edilmesinin kafein dozuna bagli olarak Tyl transkripsiyonunda 2-kat kadar artig gosterdigi
tayin edildi. Ty2 transkripsiyonunda ise kafein dozuna bagli olarak genellikle azalma oldugu

transkripsiyonun 193 {initeden 146 iiniteye azaldigi goriildii (Cizelge 4.4). Bu sonuglar da
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TORCI kinaz kompleksinin aktif oldugu durumda Tyl ve Ty2 de transkripsiyona farkli

sekilde etki ettigini gdstermektedir.

Cizelge 4.5. TOR inhibitdriiniin Tyl ve Ty2’de transkripsiyona etkileri

B-Galaktozidaz Aktiviteleri*+ SD
Kafein

Tyl Ty2
Konsantrasyonu
Normal Ortam 2797 £ 73 193+ 14
(0 kafein)
2.5 mM kafein 3354 +7 111+ 4
5 mM kafein 4790 + 120 136 + 4
10 mM Kkafein 6118 + 281 146 + 8

*B-Galaktozidaz aktiviteleri nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir.
+ SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Ty elementleri, Sacchoromyces cerevisiae’da hiicre i¢i zorunlu viriis benzeri yapilar olarak
adlandirilmaktadir (Cameron ve ark. 1979). Ozellikle retroviriislere benzer 6zelliklerinden
dolay1 bu virlislerde gen ifadesinin arastirlmasinda model elementler olarak
kullanilmaktadirlar. Retroviriislerde gen ifadesinin kontrol mekanizmalarindan olan
ribozomal frameshift’in molekiiler mekanizmas1 o6zellikle Ty elementleri kullanilarak
aydinlatilmistir (Farabaugh 1996). Ty elementleri 5 farkli grupta siniflandirilmistir ve herbir
grubun maya genomu igindeki kopya sayis1 yaklasik olarak aynidir, mayada nesilden nesile
aktarimlarda da kopya sayisinda degisiklik olmadigi gosterilmistir (Kim ve ark. 1998). Bu
durum maya hiicrelerinde metabolizmaya bagli olarak Ty elementlerinde de gen ifadesinin
kontrol edilebildigini géstermektedir. Bu elementlerde gen ifadesinin glikoz sinyal iletimine
bagli olarak kontrol edildigi daha Once yapilan c¢alismalarda molekiiler seviyede
gosterilmistir. Tyl ve Ty2 elementlerinde transkripsiyonun Gcerl ve Gen4d faktorleri ile
kontrol edildigi daha dnce yapilan calismalarda gosterilmistir (Tiirkel 1994, Tiirkel ve ark.
1997, Morillon ve ark. 2002). Gerl glikolitik enzimlerin kodlandigi genlerin
transkripsiyonunu aktive eden faktordiir. Gcn4 ise aminoasit biyosentezi igin gerekli
enzimlerin kodlandigi genlerin aktivatoriidiir (Hinnebusch 2005). Bu bulgular Ty
elementlerinde gen ifadesinin mayada metabolik sinyallere bagh olarak kontrol edildigini

gostermistir.

Bu arastirmada ise azot sinyal yolaginin Tyl ve Ty2 elementlerinde gen ifadesine etkileri
incelenmistir. Azotun temel element olarak hiicreye girisi ve metabolizmasi da genetik ve
biyokimyasal kontrol altindadir (Ljungdahl ve Daignan-Fornier 2012). Azot kaynaginin
niteligine gore azot metabolizmas1 genlerini kontrol eden faktorler GATA faktorleridir. Bu
faktorler hedef genlerin promotor bolgelerindeki GATAA dizisine baglanarak gen ifadesini
kontrol etmektedirler. Bu nedenle arastirmamizda ilk 6nce Tyl ve Ty2 promotorlarinda
GATA faktorlerinin potansiyel olarak baglanma dizisi/sekansi olan GATAA dizisinin olup
olmadigi kontrol edilmistir. Yapilan sekans analizinde hem Tyl ve hem de Ty2 promotorunda
¢ok sayida GATA sekanst oldugu belirlenmisti. Bu nedenle Ty elementlerinde

transkripsiyonun azot sinyal yolagi ile de kontrol edilebilecegi var sayilarak farkli azot
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kaynaklarmin Ty elementlerinde gen ifadesine etkileri Ty-lacZ gen fiizyonlar1 kullanilarak

incelenmistir.

Yaban tip S. cerevisiae susunda farkli azot kaynaklarinin Tyl ve Ty2 de transkripsiyonel
etkileri incelendiginde; azot kaynagina ve Ty elementine gore degisen aktivasyon veya
baskilama oldugu goriilmiistiir. Daha dnce yapilan ¢alismada 21 farkli azot kaynagiin azot
sinyal yolagi ile kontrol edilen genlere etkileri incelenmis olup bu genlerin ifade diizeylerinin

de azot kaynagi tiirtine gore degistigi bulunmustur (Godard ve ark. 2007).

Bu temel analizden sonra arastirmamizda GATA faktorlerinden ikisini GIn3 ve Gatl
icermeyen maya susunda farkli azot kaynaklarinin Ty elementlerinde gen ifadesine etkileri de
incelenmistir. GIn3 ve Gatl transkripsiyonel aktivator olup alternatif azot kaynagi kullanimi
icin gerekli genlerin aktivasyonunu gerceklestirirler (Ljungdahl ve Daignan-Fornier 2012,
Zhang ve ark. 2018). Yaban tip ve gln3/gatl ikili mutant susunda Tyl ve Ty2 elementlerinin
transkripsiyonlar1 karsilastirlldiginda mutant susta her iki elementin transkripsiyonunda da
onemli seviyede azalma oldugu goriilmiistiir. Bu sonu¢ Ty elementlerinde transkripsiyonel

aktivasyonda GATA faktorlerinin 6nemli islevi oldugunu da gostermektedir.

S. cerevisiae hiicreleri azot miktarinin kisith oldugu durumlarda farkli bir gelisim siireci olan
psodohifsel gelisim gosterirler. Bu arastirmada psddohifsel gelisimin de Ty elementlerine
etkisi incelenmistir. Psddohifsel gelisim icin gerekli genlerin aktivasyonunda Tecl olarak
bilinen transkripsiyon faktoriiniin islevi vardir. Daha dnce ypilan ¢alismada Tyl elementinin
Tecl faktorii tarafindan kontrol edildigi rapor edilmistir (Laloux ve ark. 1990). Tecl
kontroliinde olan Tyl’de psddohifsel ilireme sartlarinda Tyl transkripsiyonunda artis olmasi
beklenen bir sonugtur. Fakat Ty2 de bu sartlarda transkripsiyonun azalmasi bu elementte
psodohifsel lireme sartlarinda farkli faktorler bagl olarak transkripsiyonel kontrol yapildigi

gorilmektedir. Ty2’de Tecl faktoriiniin islevi olup olmadig: arastirilmamaistir.

Azot sinyal iletim yolunda ana kontrol element1 olan faktorlerden bir digeri ise TOR kinazdir.
TOR kinaz normal kosullarda aktif olup GIn3 faktoriiniin sitoplazmada tutulmasini da saglar.
TOR kinaz aktivitesi ayn1 zamanda kafein ile de bloke edilebilir. Arastirmamizda maya

hiicrelerinde TOR kinaz aktivitesinin kafeine maruz birakilarak bloke edilmesi ile Tyl ve Ty2
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elementlerinin transkripsiyonunda farkliliklar oldugu da gdzlemlenmistir. TOR kinaz
aktivitesinin bloke edilmesi ile Tyl de Onemli seviyede artis goriilitken Ty2 de
transkripsiyonda azalma oldugu goriilmektedir. Bu sonu¢ da Tyl ve Ty2 de gerek TOR kinaz
ve gerekse GATA faktorlerinin farkli yonde etkileri oldugunu gostermektedir.

Maya genomunda yaklasik 10 farkli GATA faktorii belirlenmistir (Ronsman ve ark. 2019).
Fakat giiniimiizde dahi aktivator veya represor olan GATA faktorlerinde sekans 6zgiilliigliniin
nasil saglanabildigi halen tam olarak agiklanamamaktadir (Ko ve Engel 1993, Ronsman ve
ark. 2019). Ty elementlerinde de hangi GATA foktoriiniin transkripsiyonel kontrolde yer
aldigmin belirlenmesi i¢in daha fazla in vivo ve in vitro calismalara ihtiya¢ oldugu
goriilmektedir. Biitlin GATA faktorleri tekli, ikili veya iicli kombinasyonlar ile genomunda
silinmig S. cerevisiae mutantlarinin kullanilmasi hangi GATA faktoriiniin daha etkili
oldugunu gosterebilir. Ayrica saflagtirilmis GATA faktorleri ile yapilacak in vitro jel mobilite
veya DNazl foot print ¢alismalart da spesifik olarak GATA faktorlerinin Ty elementlerinde

hangi sekansa baglanabildigini gosteren ¢alismalardir.
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EK 1 Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

1:YPD (Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz)

10 g yeast ekstrakt ve 20 g pepton saf suda ¢oziildi. 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 ¢ozelti halinde glikoz hazirlandi, 121°C’de 25
dakika otoklavda steril edildi. Glikoz, kullanimindan 6nce besiyerlerine son konsantrasyonu

%2 olacak sekilde ortama ilave edildi.

2: Yeast Nitrogen Base, YNB

1.7 gram/litre Yeast Nitrogen Base (YNB), 5 gram/litre Amonyum siilfat distile suda ¢oziiliip,
otoklavda steril edildi. Otoklavdan sonra gerekli aminoasitler 0.45 mm’lik disk filtre ile steril
edilerek verilen konsantrasyonlarda besiyerine eklendi.

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 Once ilave edildi.

3: LB (Luria Broth) Besi yeri

Escherichia coli hiicrelerinin plazmit transformasyonu i¢in iiretilmesinde kullanildi. Bu besi
yerini hazirlamak i¢in LB besiyeri distile suda siispanse edilkerek otoklavda steril edildi. LB
petrileri i¢in besiyerine agar ilave edildi. E. coli’ye plazmit transformasyonunda kullanilan
LB-Ampicillin petrileri ve LB s1v1 besiyeri i¢in son konsantrasyonu 100 mg/l olacak sekilde

filtre sterilizasyonu yapilmig ampisilin ilave edildi.

3: Lityum Asetat Cozeltileri (1M ve 0,1M)
Lityum asetat (Molekiil agirligr: 102,02) 1M olacak sekilde saf suda hazirlandi ve 0,45 um
por ¢apli steril disk filtreler ile steril edildi.

4: Polietilen Gilikol (%50 PEG)

Polietilen Glikol (PEG) (Molekiil agirligr: 3,350) distile suda %50’lik stok ¢6zelti olarak
hazirlanip, 121°C’de 25 dk otoklavda steril edildi.

42



5: SDS (%060,1) ve Kloroform Cozeltileri
Sodyum dodesil stilfat (SDS), steril distile suda %0,1°1lik stok ¢ozelti olarak hazirlandi.

Kloroform seyreltilmeden, dogrudan stoktan kullanildi.

6: Lizis Tampon Cozeltisi ( Break Buffer)

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

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

%20 Gliserol

4 mM Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF).

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

60 mM Na,HPQO,4.7H0,

40 mM NaH,P0O4.H,0,

10 mM KCl,

1 mM MgSO0,.7H,0

50 mM B-Merkepto-etanol ¢ozeltisi

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

I: Lowry A cozeltisi:

20 g Na,COg3 ve 4g NaOH, toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda ¢oziildii.
Il: Lowry-B1 ¢dzeltisi:

1 g CuSOy, toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile ¢6ziiliip, +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)

1IV: Lowry-C cozeltisi:

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

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

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

iginde hazirlanip, +4°C’de saklandi.
10- SLAD Besiyeri (Synthetic Low Amonyum Dextrose).

Psoddohifsel iireme ortami olarak kullanildi. YNB besiyeri amonyumsuz oilarak hazirlandi.

Ortama kullanmadan 6nce 10mM kadar amonyum siilfat ilave edildi.
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EK 2 B- Galaktozidaz aktivitesi hesaplanmasi

B-galaktozidaz aktivitesi asagida verilen formiile gore hesaplandi.

Aktivite: (ODg20x 1.7/0.0045)/(txVXP)

ODyg0: Sar1 rengin absorbansi

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

0,0045: ONPG’nin molar absorbsiyon katsayisi

t: B-galaktozidaz reaksiyon siiresi (dakika)

V: B-Galaktozidaz 6l¢iimiinde kullanilan hiicre lizat1 hacmi (ml)

P: Hiicre lizatlarinin protein konsantrasyonlari (mg/ml)

B-Galaktozidaz aktivitesi biririmi, dakika basina 1 mg proteince hidroliz edilen nmol ONPG

(nmol ONPG/dk/ mg protein) cinsinden verilmistir
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