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OZET
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STRESLE AKVITE EDILEN PROTEIN KINAZLARIN EST3 GENINDE
RiIBOZOMAL FRAMESHIFT HIZINA ETKILERININ ANALiZi

Siieda SARICA

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1

Damsman: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Telomerler kromozom uclarinda tekrarli DNA dizileri olup genom biitlinliigiiniin
korunmast i¢in gereklidirler. Telomerik DNA bolgeleri normal replikasyon
mekanizmasi ile ¢ogaltilmaz. Telomer replikasyonlart 6zel bir enzim kompleksi olan
“Telomeraz” enzimi ile saglanir. S. cerevisiae’da telomeraz kompleksi Estlp, Est2p ve
Est3p peptidleri ve 6zellesmis bir ¢esit kalip RNA olan TLC1 RNA’sindan olusur.
Cesitli stress faktorlerinin telomeraz enzim aktivitesini ve telomer uzunluklarimi
etkiledigi bilinmektedir. Stres olusturan ajanlar biitiin canlilarda hiicre i¢i dengeyi
bozmaktadir. Bu ¢alismada c¢esitli stres faktorlerinin EST3 mRNAsinda olusan +1 PRF
oranina etkileri incelenmistir. Gen2p kinazini aktive eden amino asit agchiginin EST3’de
PRF oranini yaklagik 2 kat aktive ettigi ve bu aktivasyonun da Gen2p kompleksine bagl
oldugu gosterilmistir. Bu aktivasyonda Gen kompleksinin alt birimleri olan Genlp ve
Gen20p’nin daha etkin oldugu goriilmektedir. Caligmamizda Hoglp kinaz ile etki eden
ozmotik stresin de EST3’de PRF’i yaklasik 2 kat aktive etigi gosterilmistir. S.
cerevisiae hiicrelerine ozmotik stres uygulanmasi ile EST3’de PRF’in 2 kat artis
gosterdigi ve bu aktivasyonunda tamamen hiicredeki Hoglp kinaza bagli oldugu
bulunmustur. Bu sonuglara ek olarak aragtirmalarimiz glukoz kisitlamasinin da EST3’de
PRF’i 6nemli oranda kisitladigini géstermistir. Maya hiicrelerinin fermente edilemeyen
karbon kaynagi olan gliserol laktat ortaminda iiretilmesi ile EST3’de PRF’in 5-6 kat
azaldig1 goriilmiistiir. Sonuglarimiz glukoz kisitlamasinin EST3’de PRF oranini Snflp
kinaz ile kontrol ettigini gostermistir. Bu arastirmada elde edilen sonuglar EST3’de PRF
oran1 veya etkinliginin S. cerevisiae’da etkin bir sekilde SAPK’lar ile kontrol edildigini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: S. cerevisiae, Telomeraz, Translasyon, Frameshift, Stres
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ANALYSIS OF THE EFFECTS OF STRESS ACTIVATED PROTEIN KINASES ON
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Telomeres are repeated DNA sequences at the end of chromosomes and are required for
protection of genome integrity. They cannot be replicated by normal replication
mechanisms. Telomere replications are carried out by specialized enzyme complex
called “Telomerase”. In S. cerevisiae, telomerase complex consists of Estlp, Est2p and
Est3p peptides and special template RNA called TLC1. It is well known that various
stress factors affects telomere length and telomerase activities. In this study, the effects
of various stress inducing conditions on the +1 PRF in EST3 mRNA was investigated.
Our results indicate that amino acid starvation that activates Gen2p kinase, activates
PRF rate in EST3 more than 2-fold in Gen2p dependent manner. It appears that Gen2
kinase activity is partially dependent on other subunits Genlp and Gen20p in the
regulation of EST3 PRF rate in stress inducing conditions. Moreover, results of this
study indicate that osmotic stress which is triggered by high salt and exerted through
Hoglp kinase also affects PRF rate in EST3. Application of osmotic stress on S.
cerevisiae cells lead to 2-fold increase in the PRF rate of EST3, and this activation was
completely dependent on the presence of functional Hoglp. In addition, our results
indicates that glucose limitation severely restricts PRF rate in EST3. Growth of yeast
cells in non-fermentable carbon sources such as glycerol lactate, resulted with 5 to 6-
fold decrease in the PRF efficiency in EST3. We found that glucose limitations exerts its
effects on EST3 PRF through Snflp kinase. Results of this thesis research clearly
indicated that PRF rate or PRF efficiency in EST3 mRNA is strictly controlled by
SAPK’s in S. cerevisiae.

Keywords: S. cerevisiae, Telomerase, Translation, Frameshift, Stress
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1. GIRIS

Maya kullanisli ve istiin 6zelliklere sahip bir model organizmadir. Genomunun
dizilenmis olmasi, mutant, cDNA ve gDNA Kkiitiiphanelerine sahip olmasi her tiirlii
molekiiler biyolojik calisma i¢in mayayr tercih edilir bir model organizma haline
dontistirmektedir (Botstein ve Fink 2011). Telomer ve telomeraz biyolojisinin

aydinlatilmasinda da mayadan yararlanilmaktadir (Wellinger ve Zakian 2012).

Telomerler 6karyotlarda yaygin olarak bulunan, dogrusal kromozomlarin uglarindaki ve
genom stabilitesini ve dolayisiyla hiicre canliligini saglayan niikleoprotein yapilardir.
Telomerlerin semiconservative replikasyonu, telomeraz enzimince yapilarak ug
replikasyonu problemi ¢oziiliir (Harari ve Kupiec 2014). Telomeraz enzimi Estl, Est2
Est3 proteinleri (Estp) ve TLC1 kalip RNA’sindan olusan ¢ok alt tniteli bir
riboniikleoprotein kompleksidir. Est2p, TLCI ile birlikte enzimin katalitik bolgesini
olustururken, Estlp ve Est3p in vivo enzim aktivitesi i¢in gereklidir (Chen ve ark.
2018). Telomerik protein Cdcl3p ve Estlp etkileserek telomerazin telomerde
toplanmasini saglar (Kupiec 2014). Est3p 181 amino asit uzunlugunda telomeraz i¢inde
yapisal bir proteindir. Tam uzunlukta ve islevsel Est3p sentezi EST3 mRNA’sindan
translasyon sirasinda +1 yonlii programli ribozomal frameshift (PRF) olayt ile
gerceklesir. Eger 94. Siradaki UGA kodonu okunarak translasyon sonlanirsa 93 aa
uzunlugundaki islevi heniiz bilinmeyen bir kisa polipeptid olusur. CUU _AGU U
dizisinin translasyonu sirasinda + 1 PRF meydana gelirse, Losin ve Serin seklinde
okunacak olan aminoasit dizisi, Losin ve Valin seklinde okunur. Bu PRF olaymin
meydana gelmesi islevsel bir telomer alt birimi Est3p olusmasi i¢in elzemdir
(Farabaugh ve ark. 2006). Est3 proteinde gerceklesen +1 yonlii PRF olayi, maya Ty
retrotransposonlarindan traslasyonel anlatim sirasinda da gergeklesmektedir. Estlp ve
Est2p’nin translasyonu sirasinda ise -1 yonlii PRF meydana gelmektedir (Morris ve

Lundblad 1997, Advani ve ark. 2013).

Cevresel uyaricilarin PRF {izerine olan etkisi daha Once yapilan c¢alismalarla
gosterilmistir. Tiirkel ve ark.’nin 2009 yilindaki yapmis olduklar1 calisma ile Ty2

translasyonel anlatimi sirasinda meydana gelen PRF’e glukoz sinyal yolagi ve biiyiime



kosullarinin etkisi oldugunu gostermislerdir. Yine Tiirkel ve ark. (2011) Ty3’de PRF’e
glukoz sinyal yolagmin etkisini incelemis ve besin algilanmasinda gorevli, ribozom
iliskili protein Stml ve yine ribozom iligkili Ascl proteinlerinin, Ty3 PRF karbon
kaynag1 bagimli kontroliinii sagladiklarin1 gostermislerdir (Tiirkel ve ark. 2009, Tiirkel
ve ark. 2011).

Maya kullanilarak telomer uzunlugu ve cevresel stres iliskisini aydinlatmak amaciyla
yapilan ¢aligmalar gostermistir ki, alkol ve asetik asit stresi telomerlerin uzamasina yol
acarken, kafein ve yiiksek 1s1 stresi telomerlerin kisalmasina sebep olmaktadir ve
oksidadif stresin ise telomer uzunlugu iizerinde herhangi bir etkisi yoktur (Romano ve
ark. 2013). Dolayisiyla hiicresel denge sistemleri telomer uzunlugunun korunmasinda
etkilidir (Harari ve ark. 2013). Ayrica oksidadif stresin telomeraz aktivitesinde
azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (Kepinska ve ark. 2015). Hiicre de telomer
uzunlugu ile ilgili i¢ dengenin saglanmasinda, birgok hiicresel siireci etkileyen yaklasik
500 adet TLM (Telomere Length Maintenance) geni etkilidir (Harari ve ark. 2013,
Harari ve ark. 2017).

SAPK’ler (Stress Activated Protein Kinase) hiicre dis1 uyaranlara karsi, hiicrenin stres
kosullarina uyum saglayarak varligini stirdiirmesinde is goren hiicre i¢i sinyal aglaridir
(Lia De Nadal ve Posas 2009). SAPK’ler aktiflestiginde hiicre i¢inde transkripsiyonel,
post-transkripsiyonel, translasyonel, ve post-translasyonel seviyede gen anlatimi
degistirilerek hiicre metabolizmas1 ve siklusunda degisimler, diizenlemeler meydana
getirilir. Boylelikle hiicrenin ¢evresel uyarana karsi adaptif cevap olusturmasi saglanir.

(Duch ve ark. 2012).

Bu calismada SAPK yolaklarindan Snfl, Gen2 ve Hogl yolaklari ¢esitli stres kosullar
altinda uyarilarak, telomeraz alt birimi Est3p anlatimi sirasinda gerceklesen PRF
oranina etkisi incelenmistir. Gen2 yolagi, aminoasit agliginda uyarilan bir yolak olup,
aminoasit sentezinde gorevli genlerin anlatimin1 degistirerek, aminoasit acligina karsi
hiicresel cevap olusturur (Castilho ve ark. 2014). Azalan glukoz seviyesi ile aktiflesen,
Snfl yolagi ise, hiicre icerisinde birgok siirecle iliskili olmakla birlikte ana islevi azalan

glukoz seviyesine karsi hiicre icerisinde glukoz iiretimini ve tutumunu etkileyen



stireclere miidahale etmek ve hiicre i¢i enerji dengesini saglamaktir (Conrad ve ark.
2014). Hogl yolagiysa hiicre disi osmotik strese karsi hiicre igerisinde gliserol
birikimini artirarak hiicrenin turgor basincini yeniden olusturur ve ayrica daha birgok
genin anlatimimi  etkileyerek osmotik stres kosullarinda hiicrenin  varligim
stirdiirebilmesini saglar (Hohmann 2015, De Nadal ve Posas 2015). Hogl alt akis
hedeflerinden olan Rck2p sayesinde ise translasyonel kontrol saglayabilmektedir
(Kumar ve ark. 2015).

Bu tez c¢alismasi kapsaminda daha 6nce PRF’in diizenlenmesinde etkili olduklari
bilinen, ribozom iligkili proteinlerden Stmlp ve Asclp proteinlerinin de EST3
mRNA’sinda translasyonda PRF oranina etkisi de incelenmistir. Stmlp ribozom
tizerinde yer alan, stres iliskili bir S. cerevisiae proteinidir (Ben-Shem ve ark. 2011).
Asclp ise ribozom iligkili, bir¢ok biyolojik silirece miidahil olan ve translasyonun

diizenlenmesinde etkili bir S. cerevisiae proteinidir (Opitz ve ark. 2017).

Bu calismada incelen SAPK’ler, korunmus yolaklar olup memelilerde hatta insanda
karsiliklart bulundugundan ve aynmi sekilde prokaryot okaryot fark etmeksizin bir¢ok
mikroorganizmada hatta insanda PRF’in varli1 gosterildiginden, yapilan bu ¢alisma ile
frameshift diizenlenme mekanizmalarina ve SAPK’lerin tanimlanan islevlerine bir
yenisini daha ekleyen bir arastirma olarak 6nem tagimaktadir. Ayn1 zamanda islevsel bir
telomeraz i¢in gerekli Est3p’ni olusturulmasi icin gereken kosullara da 151k tuttugundan
telomer ve telomeraz biyolojisine dolayisiyla kanser, hiicre omrii ve yaslanma

caligmalarina ve medikal siireclerine de katki saglamaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Model Organizma Olarak S. cerevisiae’nin Ozellikleri

Mayalar fungi ailesine ait tek hiicreli okaryotik organizmalardir (Zhao 2017). Bir maya tiirii olan
S. cerveisiae, cerevisiae bilimsel ismi biradan gelmektedir (Duina ve ark. 2014). S. cerevisiae’ nin
farkli suslan bira ve ekmek yapmminda kullanilmasi sebebiyle Budding yeast, Baker yeast ve
Brewer’s yeast isimleriyle de bilinmektedir (Zhao 2017).

Cok hiicreli Okaryotlara benzer olarak mayalarin da nukleuslari ve membranh
sitoplazmik organelleri vardir. Ancak ¢ok hiicreli 6karyotlardan farkli olarak, mayalarda
hiicre zarlarmin disinda, hiicre duvari bulunur. Maya hiicre duvart 100-200 nm
kalinliginda olup glukan, kitin ve mannan baslica yapisal bilesenleridir (Feldmann
2012).

S. cerevisiae hiicreleri haploid veya diploid olarak bulunabilir. Haploid maya hiicreleri
MATa veya MATa esey tiplerinde olabilir. Bu iki eseysel tipin eslesmesiyle
MATa/MATa diploid hiicreleri meydana gelir. Diploid durumda eslesemeyen
MATa/MATa hiicreleri besince fakir kosullarda mayoz boéliinme gecgirerek haploid
sporlar iiretirler. Dort adet haploid hiicreden olusan bu yapiya “Ascus” ad1 verilir (Sekil
2.1) (Duina ve ark. 2014). S. cerevisiae hiicreleri vejetatif biiyliime sirasinda, aslinda bir
kapali mitoz boliinme olan tomurcuklanma ile ¢ogalirlar. Boylece olusan tomurcuga
yavru hiicre denirken, tomurcuklanan hiicreye ise ana hiicre denilmektedir (Duina ve
ark. 2014). Yavru hiicrenin ana hiicreden boliinerek kopmasi sonucu ana hiicrenin hiicre
duvarinda “Bud Scars” denilen 6zellesmis, yiiziik seklindeki iz kalmaktadir (Feldmann

2012).

S. cerevisiae genomunun dizilenmesi 1996 yilinda tamamlanmistir. Boylece S.
cerevisiae genomu dizilenen ilk okaryotik genom olmustur (Botstein ve Fink 2011,
Duina ve ark. 2014). Elde edilen bu genom dizisi sayesinde Okaryotlarda genom

organizasyonu ve evrimi yoniinden biiyiikk bir bilgiye wulasilmis olup, diger



organizmalarin genomlarinin dizilenmesinde de biiyiik yarar saglamistir. (Duina ve ark.

2014, Feldmann 2012)

S. cerevisiae haploid genomu ~12x10° b¢ genomik DNA’ya sahiptir (Duina ve ark.
2014). Bu genomik DNA boyutlar1 250 kb ve >2500 kb arasinda degisen 16 kromozom
tizerinde taginmaktadir (Feldmann 2012). S. cerevisiae genomunda kodlama yapmayan
genler bulunmasina ragmen protein kodlayan genler olduke¢a yiiksek siklikta olup gen
yogunlugu insan genomuna gore ~50 kat fazladir. S. cerevisiae genomunda protein
kodlamayan genler de vardir. Bunlar sayilari 300°e yakin tRNA genleri, kromozom 12
tizerinde 100-200 kopyanin art arda dizilmesiyle dort farkli rRNA molekiilii kodlayan
rDNA genleri, small nuclear RNA’lar (5 adet), small nucleolar RNA genleri (76 adet)
ile endoplazmik retikuluma protein hedeflenmesinin pargasi olan SCR1 ve telomeraz
RNA’s1 TLCI, transkripsiyon diizenleyici SRG1, ICR1, PWR1’ kodlayan genlerdir. S.
cerevisiae kromozomlari iizerinde sentromer (CEN), ARS ve telomer 6zellesmis dizileri
bulunmaktadir. Replikasyon orjinleri her bir kromozomda ~20-40 kb aralikla
bulunmaktadir ve ARS (Autonomously replicating sequences) elementleri olarak
adlandirilir. Kromozomlarin uglarinda ise 6zel DNA dizisine ve bu diziyle iliskili
proteinlere sahip telomer tekrarlt DNA dizileri bulunmaktadir. Telomerik bolgeler ~300
bp uzunlugunda olup, G, _34/TG,_5; tekrarh dizisi ile iligkili dizi olarak isimlendirilen
subtelomerik bolgelerden meydana gelmektedir. S. cerevisiae genomunda bunlara ek
olarak LTR (Long terminal repeat) ve Ty elementleri, 16 kromozoma dagilmis olarak

bulunmaktadirlar (Duina ve ark. 2014).

S. cerevisiae genomunda genomik DNA’ya ek olarak bulunan diger genetik elementler
retrotrranspozonlar (Ty1-Ty5), ssSRNA virusleri (T ve W) ve dsRNA virtisleridir (L-A)
(Zhao 2017). Mayalarin sahip oldugu bir diger kromozom dis1 genetik element ise 2um
plazmitidir. Bu plazmit halkasal DNA plazmiti olup stabil yapidadir ve S fazinda
replike edilir. Uzerinde dért adet gen tasiyan bu plazmit maya rekombinant DNA
teknolojisinde, klonlama vektorlerinin gelistirilmesinde onciiliik etmistir. Maya
klonlama vektorlerinden YEp (Yeast Epizomal plazmit) vektorlerinin yapist 2 mikron
plazmitine dayanmaktadir (Feldmann 2012). Bununla birlikte Ty elementleri ve

ozellikle 2 mikron plazmitinin maya hiicrelerindeki islevi halen belirsizdir.



Insan biyolojisi ve hastaliklar1 ile iligkili bircok protein ilk olarak mayada bu
proteinlerin homologlarinin ¢alisiimasiyla kesfedilmistir. Buna ek olarak, okaryotik
hiicrelerde meydana gelen boliinme, hiicre dongiisliniin  diizenlenmesi, hiicresel
transport, programli hiicre 6liimii ve otofaji molekiiler temelleri maya hiicrelerinde de
korunmustur. Bu nedenle de maya hiicreleri hiicre molekiiler biyolojisi ile ilgili bircok
konunun arastirilmasinda model organizma olarak kullanilmaktadir. Mayada yapilan
coklu ve kalic1 heterolog protein caligmalar1 ile ilgilenilen memeli genlerinin biiylik
Olcekli ve fonksiyonel karakterizasyonu yapilabilmektedir (Zhao 2017). Mayalarda
bulunan [PSI]-faktor, memeli prionlar ile analogtur. Boylece maya prion ¢alismalarinda
da kullanilabilmektedir (Botstein ve Fink 2011). Mayalar kendi endojen viriislerini
tagidiklarindan insan, bitki, hayvan gibi yiliksek 6karyotlara ait viriislerin ¢alisilmasinda
da kullanilirlar (Zhao 2017). Maya biiyiime sartlar1 kontrol edilebildigi i¢in ¢evresel
parametrelerin ¢alisilmasi igin elverislidir (Feldmann 2012). Maya kisa ikilenme
stiresine sahip bir dkaryotik organizma oldugundan, evrimsel adaptasyon c¢aligsmalarinda
da kullanilabilmesi miimkiindiir. Mayalar diisiik maliyetli besiyerlerinde iiretildiginden
ve fermentasyon teknolojisindeki bilgi birikimi sayesinde ¢esitli liretim sektorlerinde
ticari boyutlarda iiretim i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir, “Large scale” liretimlerde

de kullanilmaktadir (Botstein ve Fink 2011).

Maya diger Okaryotik sistemlere ait gen {Uriinlerinin caligilmasi icin genetik
manipiilasyona elverislidir (Feldmann 2012). Maya genomunda gergeklestirilen
mutasyonlar ile, neredeyse her a¢ik okuma ¢ergevesinin delesyon seti olusturulmustur
ve bu mevcut setler sayesinde birgok genin biyolojik rolii ve diizenlenis mekanizmasi
caligilabilmektedir (Botstein ve Fink 2011). Maya genomunun dizilenmis olmasi,
gDNA ve cDNA kiitiiphanelerinin varligi, delesyon setine sahip olmasi hiicresel

faktorlerin belirlenmesi ve ¢alisilmasinda biiyiik kolaylik saglar (Zhao 2017).

Maya sayesinde insan biyolojisi, kanser biyolojisi ve fizyolojisi ¢alismalarina biiyilik
katki saglanmistir. Bunun dogal bir sonucu olarak da maya genetigi alanindaki temel
aragtirmalara ¢ok sayida Nobel Tip ve Fizyoloji 6diilii verilmistir. S. cerevisiae ve S.

pombe’de hiicre dongiisii tizerine yaptiklar1 ¢aligmalar dolayisiyla Leland Hartwell ve



Paul Nurse 2001 yili Nobel Tip ve Fizyoloji odiiliinii almiglardir. Dr. Randy W.
Schekman maya hiicrelerinde salgi vezikiillerinin taginimi ve sitoplazmik vezikiil
transportunun molekiiler biyolojisi iizerine yaptiklari ¢calisma ile de 2013 yilinda Nobel
Tip ve Fizyoloji 6diilii kazanan {i¢ bilim insanindan biri olmustur. 2016 yilinda ise Dr.
Ohsumi otofojinin kontrolii ve molekiiler bilesenleri alanindaki ¢aligmalar1 ile Nobel

Tip ve Fizyoloji 6diiliinii tek basina almistir (Zhao 2017).
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Sekil 2.1. S. cerevisia’de hayat dongiisii (Zhao 2017)

2.2. S. cerevisiae Telomer ve Telomerazi

Telomerik DNA’nin varhigr ilk kez E. Blackburn ve J. Gall’in, Tetrahymena
thermophila’da yaptiklar1 ¢alismalarla ortaya ¢ikmistir. Daha sonra diger 6koryatlarda
da yapilan dizileme ¢alismalariyla diger okaryotlarin da tekrarli ve genellikle G’nince
zengin telomerik dizilere sahip oldugu gosterildi. Telomerler, genom biitiinliiglinii
saglayan ve koruyan hayat siireci i¢in gerekli, Okaryotik kromozomlarin uglarinda
bulunan tekrarli diziler ve gesitli proteinlerden olusan niikleoprotein yapilardir (Pfeiffer
ve Lingner 2013, Kupiec 2014). Okaryotlarin sahip olduklari telomerik diziler farklilik



gosterse de temel yap1 ve gorev itibari ile hepsi arasinda benzerlik bulunmaktadir.
Ancak bir istisna olarak Okaryotlar iginde Drosophila’nin ise kromozom uglarinda
telomerik dizi yerine retrotranspozonlarin telomerik DNA goérevi oldugu bulunmustur

(Pfeiffer ve Linger 2013).

Telomerler kromozom uglarmin ¢ift zincirli DNA kiriklar1 olarak algilanip, gereksiz
tamirini Onlerler. Bu sayede de tamir sonucu olusacak kromatit ya da kromozomal
flizyonlarin 6niine gecer ve dolayisiyla genom stabilitesini sagladigindan hiicre 6limi
ya da kanserlesmeye mani olurlar. S. cerevisiae gibi tek hiicreli organizmalar, kanser
hiicreleri ve memelilerin embriyonik hiicreleri gibi hizli bolinme ve ¢ogalma
yetenegindeki hiicrelerde, telomeraz anlatimini aktif olarak yapilmaktayken, cogu
somatik hiicre i¢cin bu gecerli degildir. Somatik hiicrelerde telomeraz anlatimi diigiik
oldugundan her boliinmede telomerler giderek kisalir (Harari ve ark. 2017, Harari ve
Kupiec 2014).

S. cerevisiae telomerleri 300+75 bp uzunlugunda, G,_;A/TG,_; olarak kisaltilmisg
diziden olusan ve protein kodlamayan tekrarli DNA yapilaridir (Sekil 2.2). S. cerevisiae
telomerleri kor ug ile bitmeyip G tail olarak adlandirilan, 3’ ipligin G’nince zengin
tekrarla, 5’ iplikten daha uzun oldugu bir yapidadir. Geg S/G; fazinda ise kisa bir siire
boyunca >30-100 nt boyunda olabilmektedir (Wellinger ve Zakian 2012). S. cerevisiae
diger Okaryotlarin ¢oguna benzer olarak telomerik dizilere ilaveten subtelomerik
tekrarlara sahiptir ve bu subtelomerik bolgeler X ve Y’ elementleri olarak adlandirilir.
Bu elementlerin her ikiside ARS (Autonomosly Replicating Sequences) olarak
adlandirilan potansiyel replikasyon orjinleri barindirmaktadir ve maya suslar1 arasinda

sustan susa farklilik gdsterebilmektedir (Kupiec 2014).
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Sekil 2.2. Telomerik dizinin yapis1 (Wellinger ve Zakian 2012)

Telomerik fonksiyonlar1 yerine getirebilmesi i¢in telomer dizilerine bagli birgok protein
bulunmaktadir. Telomerik proteinler sayesinde telomerlerin kapatilmasi veya ortiilmesi
(telomere capping) saglanir ve kromozom uglarinin ii¢ boyutlu katlanmasinda islev
gorerek kromozom uglarim1 korurlar (Sekil 2.3.). Bu sayede kromozom uglarinin hem
parg¢alanmasin1 hem de diger kromozomlara baglanmasi engellenmis olur (Harari ve

Kupiec 2014).
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Sekil 2.3. S. cerevisiae’da telomer yapisi proteinleri (Kupiec 2014)



Telomerik proteinler Rapl, Rifl ve Rif2 ile Ku, CST, SIR komplekslerini meydana
getiren proteinlerdir. Rapl proteini haploid hiicre bagina 4000 molekiil ile hiicre
igerisinde bol bulunan, esansiyel ve telomere yliksek affinite ile baglanan bir proteindir.
Sahip oldugu iki ardistk myb domain ile telomerik DNA’ya baglanarak, Rapl
konsantrasyonuna bagli “counting” mekanizmasi ile telomer uzunlugunun belirlenmesi
icin gereklidir. Bu iglevinin yan1 sira Rapl proteini telomer-telomer fiizyonlarini 6nler,
kromozom uglarmi1 korur, gen ekspresyonunun baskilanmasinda etkilidir ve stres
kosullarinda genel transkripiyonu diizenlemede hem aktivatér hem de repressor gorevi
iistlenir. Ayrica telomerin, nukleus ¢evresinde yerlesmesinde de Rap1 proteinine ihtiyag
vardir. Rifl ve Rif2, Raplp C-terminal bdlgesine baglanan, birbirinden bagimsiz olarak
calisan ve DNA’ya baglanan iki proteindir. Bu iki proteinin mutantlariyla yapilan
calismalar, telomer uzunlugunu olumsuz yonde etkileyen proteinler olduklarini
gostermislerdir ve telomerik DNA’nin kirik kromozomlar gibi algilanarak tamirinin
onlenmesinde O6nemli isleve sahiptirler. Yku80 ve Yku70 proteinleri birlikte Ku
kompleksini olusturmaktadir ve Ku kompleksi sayesinde telomerler DSB gibi
algilanarak NHEJ (Non-Homolog End Joining) ile tamir edilmekten kurtulurlar. Bunun
disinda Ku kompleksi telomerleri peri nuklear alana sabitlenmesinde ve telomeraz
RNA’sinin nukleusa taginmasinda islevseldir. CST kompleksi, Cdc13, Stnl ve Tenl
proteinlerden meydana gelmektedir ve hiicresel DNA replikasyonu siiresince ssDNA’ya
baglanmaktadir. SIR kompleksi ise Sir2, Sir3, Sir4 proteinlerinden meydana gelmekte
olup telomere yakin olan genlerin sessizlesmesinde etkilidir. Kompleks ayrica maya
kromozomlarnin geriye katlanmasinda ve telomerlerin nuklear zara baglanmasinda

etkilidir (Harari ve Kupiec 2014, Kupiec 2014).

DNA polimeraz sadece 5°-3° yoniinde sentez yaptigindan ve de novo replikasyon
baslatamayip bir RNA primerine ihtiyag duydugundan kromozom uclarindaki
telomerlerin ¢ogaltiminda, “End replication problem” ortaya c¢ikar. Bu problem
telomeraz enzimi varligiyla giderilir. Telomeraz aktivitesi tiim genom replikasyonuyla
eslenik olarak gerceklesir, bu durum telomer yakinlarindaki replikasyon orjinleri
sayesinde basarilir ve telomerazlar kisa kromozom uglarinda birikerek, kisa telomerleri

uzatirlar (Harari ve Kupiec 2014, Wellinger ve Zakian 2012).
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Lundblad ve Szostak tarafindan 1989°da S. cerevisiae’da est (ever shorter telomere)
mutantlart tanimlanmistir. Estlp, Est2p ve Est3p olarak adlandirilan bu faktorlerin
telomerazin bir pargasi oldugu gosterilmistir. Maya telomerazi Est proteinlerine ek
olarak reverse transkriptaz aktivitesini yerine getirirken kalip olarak kullandigi
telomeraz RNA’sina (TLC1) sahip ¢ok alt iiniteli bir riboniikleoprotein kompleksidir
(Sekil 2.4.)(Chen ve ark 2018, Kupiec 2014). S. cerevisiae’ da telomeraz core enzimi
Est2p ve TLC1 RNA’sindan olusup enzimatik aktiviteyi yerine getirmek i¢in yeterli
olmasina ragmen, in vivo fonksiyonunu saglayabilmesi i¢in Estlp ve Est3p faktorlerine
de ihtiyaci vardir. Ayrica Pop1/Pop6/Pop7 ve Ku heterodimeri ile Sm7 heteroheptameri
telomeraz fonksiyonunda gorevli olup TLCI’in islevi igin gereklidirler (Chen ve ark

2018).
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Sekil 2.4. S. cerevisiae telomeraz yapist (Harari ve Kupiec 2014)

Estlp, EBS1 olarak adlandirilan bir paraloga sahiptir. EST1 geni kromozom XII
lizerinde yer alir ve 699 aa uzunlugundaki Estlp proteinini kodlar (Anonim 2018a).
Estlp olduk¢a korunmus bir proteindir. Baz1 amino asit farkliliklar1 olmakla birlikte
memelilerde de bulunur. Estlp, TLC1’ye direkt olarak baglanir. Bu etkilesim ile ge¢
S/G2 fazda hem Estlp’nin hem de Est2p’nin telomere getirilmesini saglar. Estlp’nin
baslica gorevi telomer ve telomerazin etkilesimine aracilik etmektir. Estlp, Cdc13p ile

de direkt olarak etkilesmektedir (Welinger ve Zakian 2012).

Est2p, 884 aa uzunlugunda olup, kromozom XIlI iizerinde kodlanmaktadir (Anonim
2018b). S. cerevisiae telomerazinin Kkatalitik alt nitesidir, reverse transkriptaz
aktivitesine sahiptir. Est2p’de diger reverse transkriptazlarda da mevcut olan 3

degismez aspartat kalintis1 tasimaktadir. Uzun bir temel N-terminal (TEN) domaine
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sahiptir. TEN domain sayesinde in vivo ve in vitro olarak Kkatalitik aktivitesini
sergileyebilir ve TLC1 ve Est3p ile etkilesim kurabilir. Est2p miktar1 TLC1 bagimli

diizenlenmekte olup hiicre basina >40 molekiil kadardir (Welinger ve Zakian 2012).

Est3p de in vivo telomeraz aktivitesi i¢in gereklidir. Ancak enzimin in vitro katalitik
aktivitesi igin gerekli olmadigi da bulunmustur. Estlp araciligi ile telomeraza baglanan
Est3p’nin telomerazla olan iliskisi Est2 proteinine baglidir (Welinger ve Zakian 2012).
Est3p’nin potansiyel homologu memeli TPP1 proteini olabilir. Bu iki protein birbirinin
tam esdegeri olmasa da Est3p, TPP1 proteinin OB-fold domainine karsilik gelmektedir
(Lue ve ark. 2013). Est3p diger Est proteinlerinden farkli olarak kromozom IX iizerinde
bulunmaktadir ve islevsel ve tam uzunluktaki (181 amino asit) Est3 proteinin
translasyonu programli ribozomal frameshift (PRF) ile gergeklesir. EST3 geni fenotipi
belirlenmek iizere yapilan ¢aligmalar, bu proteinin S. cerevisiae’da farkli islevleri
oldugunu da 6ne siirmektedir. Est3p’nin ayrica vegetatif biiylime, 1s1 duyarliligi, lipid
partikiil morfolojisi, kimyasallara direng, kimyasal bilesen birikimi, koloni morfolojisi,

kromozom/plazmit korunumu ile de iliskili oldugunu géstermistir. (Anonim 2018c)

S. cerevisiae telomerazlari1 hiicre dongiisiiniin G1 fazinda inaktif olup, telomerlerle
gecici iliski igerisindedirler. Telomerlerde bulunan proteinlerin hiicre dongiisiine de
bagl olarak telomerik DNA bdlgelerinde yer aldigi gosterilmistir. G1 fazinda Ku iki
o6nemli rol iistlenir; birincisi TLC1 RNA’s1 taniyarak etkilesir, ikincisi Ku80 ve Sir4
arasindaki etkilesim ile Ku telomerazi telomerlerin dupleks kismina getirir. Bu iki islev
sayesinde telomerde telomeraz birikimi kolaylagir. Cdcl3 proteini hiicre dongiisii
boyunca telomerlere bagli olarak bulunmaktadir ancak ge¢ S fazinda, sayica artmaktadir
Ki bu zaman uzun G-tail yapisinin olustugu zamandir (Chen ve ark. 2018). Est2p’de
sadece ge¢ S fazinda degil, hiicre siklusu boyunca telomerler ile etkilesir haldedir. Estlp
ve Est3p ise sadece ge¢ S fazinda telomer ile etkilesimdedir (Kupiec 2014). Hiicre
siklusu ge¢ S fazina geldigindeyse, Estlp sayisinda artig gozlenir. Cdcl3p, Stnl-
Tenl’den bagimsiz olarak telomerdeki varligimi siirdiiriir boylece bagimsiz Cdc13p ve
Estlp etkileserek, telomerazin 3’ss overhang/3’ G tailde toplanmasini saglar. Cdc13-

Estlp etkilesiminin, TLCI1-Ku-Sir4 yolagiyla is birligi icerisinde oldugu
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distintilmektedir (Sekil 2.5). Ayrica Ku80-Sir4 etkilesiminin Cdc13-Estlp etkilesimini
artirtyor olabilecegi de diisiiniilmektedir (Chen ve ark. 2018).

0

Late S phase s
(Inactive telomerase) 1oy

Pop! Popaifcp!

Pep1Poz6Pop?

S, . B2

= A

81T

| w |
06 X6
G1 phase
(Dynamic telomerase association
with telomeres mediated by the Late S phase
KuB0-Sird interactions) (Active telomerase)

Sekil 2.5. Telomeraz proteinlerinin hiicre dongiisiine gore degisimi (Chen ve ark. 2018).

Telomer uzunlugu, telomerlerin telomerazlarca uzatilmast ve niikleazlarca
kisaltilmasiyla belirlenir. Yabanil tip S. cerevisiae hiicrelerinde telomer uzunlugu daima
aynidir. Bunun sebebi ise telomer uzunlugunu diizenleyen bu iki mekanizma arasindaki
dengenin korunarak her hiicre i¢in telomer boyutunun tam olarak ayni kalmasina
yarayan hiicre igi gii¢lii bir mekanizmanin varligidir (Harari ve Kupiec 2014). TLM gen
grubu (Telomere Length Maintenance) olarak adlandirilan yaklagik 500 gen telomer
uzunlugunun korunmasini etkiler. Cevresel streslerin telomer uzunlugunu belirlemede
rol oynadigi bilinmektedir. Baz1 cevresel stresler telomerin uzamasina sebep olurken
(etanol, asetik asit gibi) bazilartyla telomerlerin kisalmasina (kafein gibi) sebebiyet
verir. Ancak ekstrem uzun telomerler (yabanil tip maya hiicrelerindekine gore yaklasik
5 kat daha uzun) insanda kanser hastalarinda goriilen bir fenotipken, maya hiicre

fitnesina pozitif ya da negatif bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir (Harari ve ark. 2017).
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2.3. Programh Ribozomal Frameshift

Programli ribozomal frameshift (PRF) ayni mRNA {izerinden iki veya daha fazla
protein iiriinii olugmasina imkan veren normal translasyon dist bir diizenlenme
mekanizmasidir. PRF’in meydana gelebilmesi i¢cin mRNA iizerinde 6zel ikincil yapisal
elementler veya spesifik mRNA disileri (kodonlar1) bulunmasi gereklidir. Bu elementler
sayesinde ribozomlar translasyon sirasinda ileri veya geri kayarak, okuma cergevesini

tekrar diizenler (Bayegan ve ark. 2016).

Genom dizisinde olusan insersiyonlar ve delesyonlar frameshift mutasyonlarim
meydana getirir ki bunun sonucunda fonksiyonel olmayan proteinler olusur. Bu
proteinler genom stabilizasyonunu bozarak tiimor olusumuna sebep olabilir (Ketteler
2012). Ancak frameshift mutasyonlarindan tamamen farkli olan, programli ribozomal
framesift ile overlapping gen kodlanmasina imkan verilerek translasyonel diizeyde
diizenlenme saglanir ve mRNA stabilizesi diizenlenir (Tsai ve ark. 2017). Translasyon
replikasyon ve transkripsiytona gore hataya cok acik bir islemdir, translasyonel hata
orant %0.1 olarak tanimlnamistir. Bununla birlikte frameshift oraninin %1’den daha
fazla oranda gerceklesmesi PRF’in ¢ok siki sekilde kontrol edilen ve belirli oranda
protein sentezinin gerceklesmesini saglayan bir molekiiler islem oldugunu da

gostermektedir (Tinoco ve ark. 2013).

PRF, genelde iki sekilde meydana gelir. mRNA iizerinde okuma yaparken ribozomlarin
5’ yoniinde 1 nt geri kaymasiyla -1PRF ve 3’ yoniinde 1 nt ileri sigramasi veya
kaymasiyla +1 PRF olusur. Ribozomlarin hangi yonde yer degistirecegi ise mRNA
tizerindeki ¢esitli cis-acting elementlere bagli olarak ve termodinamik olarak yararh

olacak sekilde belirlenir (Tsai ve ark. 2017, Ketteler 2012).

PRF, canlilarin {i¢ domaininde de kullanilan yaygin bir mekanizmadir. Bunun yaninda
PRF wvirlisler, retrotranspozonlar, insersiyon elementleri ve mitokondri organel
genomunda da kullanilan bir translasyonel kontrol mekanizmasidir (Namy ve ark.

2004). PRF sadece +1 ve —1 yoniinde degil, —2 yoniinde de meydana gelebilir, bu
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durumun varlig1 bir faj olan Mu’da, arteviruslerde (nsp2TF) ve Trichomonas vaginalis
viriis-1’de gozlenmistir (Ivanov ve ark. 2006, Atkins ve ark. 2016). Ayrica aynt mRNA
tizerinde birden ¢ok bdlgede de PRF meydana gelebilir. Retroviruslerin bazilarinda iki
kez -1 frameshift meydana gelebilirken, Perkinsus marinus ctychrome oksidaz alt
tinitesi 1’1 kodlayan mitokondriyal gende 10 kez frameshift meydana gelebilmektedir.
Ayn1 mRNA {izerinde en fazla meydana gelen framesift 12 kez olup, mitokondriyal bir

gen lizerinde olmaktadir (Atkins ve ark. 2016, Ketteler 2012).

—1 PRF meydana gelebilmesi igcin mRNA iizerinde kaygan dizi (slippery site), ara
sekans veya ara bolge (spacer) ve artirict aktive edici ikincil yapi/sekans (downstream
stimulatory stucture) olmak iizere {i¢ adet elementin bulunmasi gerekir (Sekil 2.6).
Slippery site 7 nt’lik bir dizidir ve okuma cer¢evesindeki translasyonel kayma burada
meydana gelir. Downstream secondary stucture ise bir mRNA pseudonokt, stem-loop
ya da hairpin yapisi olabilir. Spacer ise bu iki elment arasindaki kisa dizidir ve
genellikle 12 nt’den daha kisadir. Bazen down-stream secondary stucture yerine
upstream Shine Dalgarno (SD) dizisi bulunabilir (Dinman 2012, Tsai ve ark. 2017,
Atkins ve ark. 2016).

/
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Sekil 2.6. HIVV-1"de -1PRF elementlerinin gosterimi (Biswas ve ark. 2004)

PRF sayesinde post-transkripsionel diizenlenme, protein oraninin ayarlanmasi ve kiigiik
genom boyutlarinda daha fazla bilgi depolanmasi saglanmaktadir. PRF viriislerde daha
stk kullanillanilir ve birgok 6rnegi bulunmaktadir (Dinman 2006). Viruslerde yaygin
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olan —1 PREF ile kiiciik genom boyutunun en etkili sekilde kullanimi1 saglanmaktadir.
Ayrica PRF sayesinde dogru kimyasal oranda viral protein iiretimi gergeklestirilerek
virlisin varligim siirdiiriilebilmesi saglanir. Mesela, maya L-A virlisiinde, Gag (Group
specific antigen) denilen kapsid proteinleri 60 adet es alt {inite meydana getirir ve bu alt
tinitelerin birlesmesiyle viral kapsid olusturulur. Maya L-A virusunun genomundan
kodlanan bir diger iirlin ise Pol (Polimeraz) denilen viral replikazdir. Maya L-A viriisii
icin uygun kapsid, replikaz yani Gag-Pol orani1 60:1’°dir ve bu oran L-A viriisii genomu
anlatim1 sirasinda ribozomlarin -1 PRF ile Gag ORF’sinden Pol ORF’sine %1.8
oraninda gecisiyle basarilir. HIV-1, SARS gibi her viriis kedine 6zgii PRF sinyali
sayesinde, viral partikiiliin olusabilmesi igin viral gen liriinii oranina sahiptir ve bu
durum “altin oran” olarak adlandirilir (Dinman 2012). Viriislere benzer olarak,
mitokondriyal genomun kodlama kapasitesi de PRF’den yararlanilarak artirilir (Ketteler
2012). IS elementler de Framesihft’den yararlanarak iki c¢akisik ORF’nin anlatimi
frameshift ile gerceklesir ve bu sayede transpoz aktivitesine sahip olurlar (Atkins ve ark.

2016).

Bazi virlislerde — PRF kullanilarak iki veya daha fazla iiriin meydana getirilirken,
hiicresel genlerde —1 PRF olaylarinda, ribosomun 5’ yonde kaymasiyla sonlanma
kodonuna erkenden rastlayarak prematiire sonlanma olusturulur. Bu durumda hedef
MRNA NMD (Non-sense mediated decay) igin substrat haline gelir (Celik ve ark. 2017,
Dinman 2012). NMD mekanizmasi ile mRNA yapilarinda bulunan internal/igsel stop
kodon tanindiginda bu tiir mRNA’lar anlamsiz kodonlu mRNA degredasyon sinyal
yolag: ile hizlica pargalanirlar. NMD mayadan insana kadar korunmus bir kontrol
mekanizmasidir. Ayrica mayada yapilan ¢alismalarla -1PRF, No-Go-Decay yolagina da
arasindaki iliski ortaya koyulmustur (Dinman 2012).

—1PRF sayesinde E. Coli dnaX geninden DNA Polimeraz-III holoenzimi y ve t alt
tiniteleri  olusturulabilmektedir. t alt {nitesi genin tamaminin translasyonuyla
olusturulurken, y alt initesi translasyon sirasinda —1 PRF meydana gelmesi ve
ribozomlarin prematiire stop kodona yonlendirilmesiyle olusturulur. Bu durum mRNA
tizerindeki slippery site upstreaminde bulunan, SD-benzeri 10 nt’lik dizi ve 5 nt

downstreaminde bulunan bir ilmek (stem-loop) yapisinin varligiyla gergeklesir (Namy
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ve ark. 2004). Yine E. coli CopA geninin translasyonu sirasinda -1PRF ‘den
yararlanarak Copper Chaperone CopA proteini iretilmektedir. CopA geninden
transkribe edilen mMRNA’nin translasyonunun mRNA dizisinin sonuna kadar
stirdiiriilmesiyle copper transporter CopA olusturulmaktadir. CopA geninde -1PRF
meydana gelmesi ile premature sonlanma olusur ve 70 aa’lik daha kisa copper
chaperone Cop A(Z) proteini liretilmis olur. Sonug olarak -1 PRF sayesinde aynit mRNA
lizerinden, aym1 kimyasal yolakta gorevli, farkli gorevlere sahip iki farkli protein
olusturulur. Burada ger¢eklesen PRF’de mRNA ile uzayan polipeptid lizerindeki 6zel
elementler rol oynamaktadir (Meydan ve ark. 2017).

+1PRF bakteri, mantar ve memelilerde —1 PRF’e gore daha az bulunmaktadir ve
—1PRF’e gore ¢ok ¢esitli frameshift sinyal mekanizmalar1 igermektedir (Wang ve ark.
2016). E. coli’de prfB geninden RF2 kodlanmaktadir ve RF2 bakteride UAA ile UGA
kodonlarini taniyip translasyonu sonlandiran faktordiir. priB genine ait ORF igerisinde
UGA sonlanma kodonu bulunmaktadir. Ancak CUU UGA C slippery sequence’de
meydana gelen +1 PRF ile 340 kodonun tamami okunabilmektedir. Yeterli miktarda
RF2 varken, +1 PRF baskilanmakta, translasyon peptid zinciri slippery sequence
icerisindeki sonlanma kodonunda sonlanarak RF2 iiretimini kisitlanmaktadir. Ancak
RF2 miktar1 azaldiginda UGA taninmasi azalir ve +1 PRF etkinligi artiritlir. Bunun
sonucu olarak, RF2 iiretimine izin verilir (Wang ve ark. 2016, Dinman 2012). Burada
+1 PREF etkinliginin uyarilmasinda; upstream Shine Dalgarno benzeri dizi varligi ve 16S
rRNA tizerindeki anti Shine Dalgarno dizi ile olan etkilesimin +1PRF uyaricr etkisi,
stop kodonun (UGAC) goreceli olarak zayif sonlandirma kodonu olmasi etkilidir. Sonug
olarak, +1 PRF araciligiyla translasyon sonlandirma faktorii olan RF2 translasyonu ve
tiretimi geri doniisiimlii olarak RF2 konsantrasyonuna gore oto regiilasyon ile saglanir

(Dinman 2006, Wang ve ark. 2016, Namy ve ark. 2004).

ODC (Ornitin Dekarboksilaz) poliaminlerin biyosentezinde goérevli bir enzimdir.
Metazoan ve fungal hiicrelerde ODC’nin 6nemli diizenleyicisi Ornitin Dekarboksilaz
Antienzimdir ve Antienzim genleri mayalardan memelilere kadar korunmus olup
anlatimi1 +1PRF’ce kontrol edilir. Antienzim mRNA’s1 kisa ORF’lere baslayip +1 frame
ile uzun bir ORF’ye gecerek devam eder. Aynt RF2’de oldugu gibi AZ frameshift
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aktivitesi de autoregulatory feedback ile kontrol edilir. ODC aktivitesi yiiksek
oldugunda poliamin seviyesinde artis olur. Bu durumda, +1 PRF artar ve daha fazla
antienzim sentezlenir ve ODC’ye baglanarak aktivitesini inhibe ederek poliamin
tiretimini azaltir. AZ mRNA’s1 {izerinde Frameshift etkinligini artiran birkag cis-acting
mRNA elementi bulunmaktadir. Bunlardan bazilar1 3’ upstreamde bazilar1 ise 5’
downstreamde  konumlanmustir.  Ornegin  insanda OAZ mRNA’s1 iizerinde
downstreamde konumlanmis uyarici bir ikincil yap1 bulunmaktadir (Sekil 2.7) (Ivanov
ve ark. 2006, Wang ve ark. 2016).
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Sekil 2.7. AZ1’de frameshift bolgesindeki RNA pseudoknot yapist (Namy ve ark. 2004)

Yasayan organizmalar arasinda en yiiksek +1 PRF frekansina sahip olan canli Euplotes
octocarinatus olup, toplamda 3,700 (~%]11) varsayilan +1 PRF geni tanimlanmustir.
Euplote‘lar, c-AMP bagimli protein kinazlar, nuclear protein kinaz, telomeraz alt birimi
reverse transkriptaz, La motif protein ve MAPK1 (mitogen activated protein kinaz),
Ser/Thr protein kinaz, membran occupotiaz ve recognition nexus (MORN) repeat
protein gibi +1PRF ile kontrol edilen birgok gene sahiptirler. Bu genlerin hepsi benzer
slippery sequence sahip olup, +I1PRF sayesinde tam bir protein {irlini
iiretebilmektedirler (Wang ve ark. 2016).
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+1PRF hiicresel genler disinda retrotraspozon elementlerinde de meydana gelmektedir
ve Okaryotlarda +1 PRF ilk olarak maya Tyl elementinde kesfedilmistir. Maya
retrotranspozonlarindan Ty2 ve Ty3’de de +1 PRF kullanilmaktadir (Dinman 2012).
PRF’in insan genomun anlatimi sirasinda da faydalanilan bir mekanizma oldugu
gosterilmistir. Ornegin, insan PEG10 geni —1 PRF mekanizmasi ile plasentada yiiksek
anlatima sahiptir. PEG10 geni fare Edr geni homologu olup, Mart (For mammalian
retrotranspozon derived) tiyesi bir gendir. (Dinman 2006) Ayrica insan antienzim1 geni

anlatimi sirasinda da +1 PRF’den yararlanilmaktadir (Atkins ve ark. 2016).

Baz1 metabolik olaylarin varligi, ¢esitli hiicre tiplerinde PRF’nin tespit edilebilirligini
kolaylastirir. Bu durumlara 6rnek olarak, bazi tireme fazlari (bakteri duragan faz), viral

enfektif dongii ve oksidadif stres altindaki mayalar verilebilir (Atkins ve ark. 2016).

Yukar1 verilen 6rneklerde PRF’de stimulatory elementlerin varligi ile FS etkinliginin
artirildigindan bahsedildi, ancak bir gesit ciliate olan Euplotes’in bazi tiirlerinde goriilen
durumlarda ve S. cerevisiae Tyl/antienzim benzeri +1 frameshift oldugu gibi istisnai
durumlarda stimulatory elementlerden yararlanilmamaktadir. Bu istisnai durumlarin
disinda ise yliksek frameshift etkinligi i¢in stimulatorlere ihtiya¢ vardir. Frameshift
cesitli durumlarin varlig: ile kontrol edilebilir. Yukarida bahsedildigi gibi antienzim
frameshift olayinda poliaminler autoreglatory gorevi gorebilir. Poliamin seviyesinin
ayrica Tyl ’de frameshifti uyardig1 da bilinmektedir. Yine bahsedildigi lizere RF2’deki
upstream Shine-Dalgarno dizisi varligi ya da barley yellow drawft viriisii 5’de bulunan
stem-loop yapisinin ribozomlar1 yavaslatarak frameshifti uyarmasi gibi. Okaryotlarda
ise Shine-Dalgarno etkilesimleri yoktur ancak Ornegin bircok antienzim geni shift
site’in 5> mRNA dizisi frameshifti uyarmas: gibi FS uyaric1 elemanlara sahiptirler.
Bunlarin yaninda yapilan calismalar “spacer” niikleotid igeriginin Frameshiftden
yararlanmada Onem tasidigini gostermistir. Ayrica uzayan protein zincirinin ribozom
¢ikis tlineli olan etkilesimi, rRNA ve mRNA’nin, mRNA c¢ikis ya da giris tiineline yakin
eslesmesi de Frameshifti uyarict durumlar olusturabilir (Atkins ve ark. 2016). Baz1 viriis
tiplerinde triplex etkilesimlerle pseudonokt yapilari stabilize edilerek, burumsal

rezistansin artrildigi ve translasyon yapan ribozomlara daha giliglii mekanik direng
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olusturuldugu gozlenmistir. Bu {ciinciil RNA etkilesimleri yoklugunda ise PRF
etkinliginin yetersiz kaldig1r bulunmustur. Bu viriis tiplerine 6rnek olarak Beet western
yellow viriis ve Simon retrovirus type-1 verilebilir. Insan cytokine receptor HIV-1 co-
receptor CCR5 mRNA’sinda ise microRNA ve pseudonokt yapisi arasindaki direkt
etkilesim sonucu olusan triplex yapisinin —1PRF’i uyardigi bulunmustur (Bacolla ve
ark. 2015). Meydana gelen bu stabil yapimin ¢dziilmesi ribozomlar i¢in zordur, boylece
ribozomlarin slippery site’de durmasi uzar ve -1PRF tetiklenir. Herhangi bir uyarici
element olmadiginda mRNA kodlama bolgesindeki poly A’lar -1PRF’1 direkt olarak
etkileyebilirken, +1PRF’i etkileyemez. mRNA kodlama bolgesinde 9 adet A’nin
pespese siralanmasi, ribozomlarin okuma g¢ergevesini degistirmesinde etkili olmustur ve
bu kisa poli A’larin varligi FS oranin1 %10 kadar uyarmistir (Advani ve Dinman 2016).
Picornaviridae ailesine ait, EMCV (Encephalomyocarditis virus) FS sirasinda, viral
protein 2A, mRNA stem-loop yapisina baglanarak bir RNA:protein kompleksi meydana
getirir ve boylece yiiksek etkinlikte PRF olusumunu uyarir (Napthine ve ark. 2017).

Bu yapisal elemanlarin disinda PRF, hiicre siklusuna, bliylime durumu bagiml olarak,
hiicrelerin duragan fazda olmasia ya da viral hayat siklusu durumuna veya enfekte
edilen hiicrenin stabilitesine bagli olarak degisebilir. Bakteri hiicreleri duragan faza
girdiginde FS etkinligi oldukga yiikselir. S. cerevisiae Tyl ve Ty2 Gag-Pol degisimi
biliylime durumuna bagimli olarak degisir. EST3 ile antienzimde FS ise hiicre siklusuna
bagimlidir. Mevcut karbon kaynaginin da frameshifti etkiledigi gosterilmistir. Gliserol
laktat ortamda iiretilmis maya hiicrelerinden olciilen Tyl FS etkinligi, normal ortamda
uretilenlere gore 4 kat daha azdir (Atkins ve ark. 2016). Ty3 frameshift oran1 karbon
kaynagi olarak glukoz tercih edildiginde, alternatif karbon kaynaklarma gore 10 kat
daha azdir (Tirkel ve ark. 2011). Ty2’de ise bunun tam tersi bir durum mevcuttur
(Atkins ve ark. 2016). Karbon kayagina ek olarak aminoasit aclig1 da frameshift oranini
etkilemektedir. Aminoasit a¢ligina maruz birakilarak biiyiitiilen hiicrelerdeki Ty3 PRF
etkinligi, normal ortamda tiretilenlere kiyasla 2 kat artmistir (Tiirkel 2016). Bunlara ek
olarak yiiksek 1s1 ya da etanolde biiyiitme stres kosullart Ty3’de PRF oranim
diigiirmiistiir. Tiim bunlara ek olarak, frameshift ilgili tRNA’larin modifikasyon
durumlarindaki (modifiye niikleotid icermeleri durumu) degisimlerinde FS etkinliginde

rol oynadig1 gosterilmistir (Atkins ve ark. 2016).
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Normal, bilinen translasyon mekanizmadan sapma sadece PRF ile sinirli degildir.
PRF’e ek olarak, stop-kodon okuma (readthrough), stop-kodonu yeniden tanimlama,
internal ribozom girisi, sizintili kodon tanima (leaky scanning) ile ilk AUG kodonunun
atlanmasi, polisistronik mRNA {izerinde translasyonun yeniden baglatimi, non AUG
baslatim, stop carry-on, programli translasyonel by passing (Hopping ya da Jumping)
olaylar1 da genomlarin yeniden diizenlenerek farkli islevler kazanmasina yardim
etmektedir (Nosek ve ark. 2015, Firth ve Brierley 2012, Ingolia ve ark. 2011, Kearse ve
ark. 2016, Loughran ve ark. 2018).

Herhangi bir genomda kodlama boélgelerinde FS olup olmadig: biyoinformatik olarak da
tespit edilebilmektedir. Olas1 frameshift iiriinlerinin tespiti icin, izlenmesi gereken
biyoinformatik stratejiler; overlapping reading frame arayisi, slippery site arayisi, viral -
1 PRF benzer yap1 ve dizi motifleri arayisi, AUG ya da CUG gibi baslama kodonlar1
varliginda +1/-1 framede stop kodon varliginin arastirilmasi, neural networks
uygulamalaridir (Dinman 2006, Ketteler 2012). Frameshift varliginin kanitlanabilmesi
icinse bes deneysel adim gereklidir. Bunlar; frameshift motifleri i¢in bilgisayar veri
tabanlari kullanimi sonrasi, out-of-frame peptidlerin deneysel olarak dogrulanmasi,
ribozom profilleme, Ribo-Seq ¢alismalari ile hiicre igeriginin RNA profilinin
belirlenmesi, cDNA screening ve reporter uygulamalari yapilarak PRF varliginin
gosterilmesi, Mass Spectrometry gibi proteomik uygulamalari ile endojen out-of-frame
peptidlerin tespitidir. PRF varliginin tespiti i¢in gelistirilen biyoinformatik uygulamalar,
mRNA iizerindeki sa¢ tokasi ya da pseudonokt gibi ikincil yapilarin ya da birincil
mRNA dizisindeki gerilmeler gibi tahminlere dayanilarak gelistirilmigtir. Bu
veritabanlarina 6rnek olarak; RECODE, FSDB, PRFdb, FSCAN ve MLOGD verilebilir
(Ketteler 2012).

2.4. S. cerevisiae EST3 geninde PRF
Birgok organizmanin telomeraz aktivitesi icin PRF’den yaralandigi bilinmektedir.

Ornegin, E. crassus’da telomeraz katalitik alt {initesini olusturan TERT genlerinde +1

PRF meydana gelmektedir. +1 PRF’in yaygin olarak kullanildigi Euplote’lerde de yine
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telomeraz aktivetesi ile ilgili genlerde de +1PRF’den yararlanilmaktadir (Namy ve ark.
2004).

S. cerevisiae’da ise telomeraz alt birimleri ve telomerazin telomerlerde toplanmasi ile
ilgili iki proteinin translasyonunda PRF’den yararlandigi gosterilmistir. Estl, Est2 ve
Cdc13 ile Stnl proteini translasyonu sirasinda —1PRF meydana geldigi Advani ve
arkadaglarinca gosterilmistir. Burada yararlanilan —1PRF, bir mRNA destabilizasyon
sinyal gorevi gorerek prematiire sonlandirma kodonu olusumu ile NMD (Non-sense
mediated decay: internal stop kodon igeren mRNA’larin pargalanmasi) yolagi
varliginda, ilgili genlerin mRNA miktarin1 diizenler. Bu bilesenlerin overexpresyonu
telomeraz toplanmasina engel olup, telomerlerin kisalmasina sebep olacagindan, —1PRF
ile telomeraz bilesenleri dogru oranda ve miktarda sentezlenerek, telomeraz

uzunlugunun korunmasinda rol oynar (Advani ve ark. 2013).

EST3 geninde PRF varligi ilk kez Morris ve Lundblad tarafindan 1997 yilinda
gosterilmistir. Yapilan bu calisma ile EST3 geninde Tyl, Ty2 ve Ty4 maya
transpozonlarina benzer bir mekanizma ile +1 PRF gerceklestigi one siiriilmiistiir. EST3
geni mayalarda hiicresel gen anlattminda PRF kullaniminin kanitlandigi ilk gen
olmustur (Morris ve Lundblad 1997). EST3 geni evrimsel siirecte ¢cok ¢abuk degisim
gostermekle birlikte, EST3 geninde frameshift varligi >150 milyon yildir korunmaktadir
(Farabaugh ve ark. 2006).

S. cerevisiae’de +1 PRF’in olusabilmesi 6zel tRNA izoakseptorlerinin varligina ve
miktarina ve ayrica bazi olaylarin birlikte meydana gelmesine bagl olarak gerceklesir.
Bu olaylar; ribozomun P boélgesinde frameshift site’deki bir peptidil-tRNA ve mRNA
arasinda ¢ok zayif wobble etkilesimi olusumu, bunun akabinde sonraki kodonun yavas
taninmasindan kaynaklanan translasyonel durma ve +1 framedeki kodonun bol
miktardaki aa-tRNA tarafindan ¢abucak taninmasiyla gerceve degisiminin meydana
gelmesidir (Farabaugh ve ark. 2006). Bu yavas tanima siireci (slow-decoding) A bolgesi
mekanizmasindan Tyl, Ty3, ABP140 ve EST3 genlerinde PRF olusumu sirasinda farkli
sekillerde yararlanilmaktadir (Atkins ve ark. 2016).
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EST3 geninde meydana gelen PRF, Tyl de oldugu gibi, tRNA slippage’e
dayanmaktadir (Int kayma) ve ayni mekanizmaya Ty2 ve Ty4’te sahiptir. Ancak Ty3
tRNA slippage yerine tRNA skipping (1 nt sigrama) mekanizmasi islemektedir. Buna ek
olarak Ty3, Tyl in aksine slippery site pozisyonunu uygun duruma getirmek amaciyla,
18S rRNA ile baz eslesmesi yapan bir downstream uyarici diziye sahiptir (Dinman

2012).

EST3 geni 94. Kodonunda UGA stop kodonu barindirir ve frameshift meydana
gelmezse stop kodon okunarak 93 aa uzunlugunda islevi bilinmeyen kisa bir polipeptid
meydana getirilirken, CUU AGU U heptamerik dizisindeki CUU kodonunu taniyan
tRNA¥E "nun 1 niikleotid kayarak, CUU yerine UUA kodonuyla eslesmesiyle, +1PRF
meydana gelir. Bu durumda, +1 PRF sonucu olusan yeni +1 ¢ercevenin ilk kodonu ise
GUU olur ve tRNAYS, tarafindan tanimr. tRNAEE, nun CUU yerine UUA kodonunu
taniyarak +1 PRF meydana getirmesinin sebebi ise P bolgesindeki AGU kodonunun
tRNAZT, nun  disik miktardaki varlifina bagli olarak yavas tanmmasi sonucu

ribozomun yavaglamasi, kisa siireli duraklamasindan kaynaklanir (Sekil 2.8) (Taliaferro

ve Farabaugh 2007, Farabaugh ve ark. 2006).
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Sekil 2.8. EST3 geninde frameshift bolgesi sekansi (Talliferro ve Farabaugh 2007)
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2.5. S. cerevisiae’da Stresle Uyarilmis Protein Kinazlar

Hiicreler dis uyaranlan algilayarak, hiicre i¢i sinyal aglarimi etkinlestirmelerini saglayan
algilama mekanizmalaria sahiptirler. Hiicreler bu algilama mekanizmalar1 ve sinyal
iletim sistemleri sayesinde hizli ve etkili bir cevap olusturarak uygunsuz kosullarda da
varliklarmi stirdiiriirler. SAPK’ler bu sinyal iletim ve cevap olusturma sistemlerinden
biri olup, gen anlatimimi transkripsiyonel ve translasyonel seviyede diizenleyerek
gereken cevabin olusturulmasinda esansiyel rol oynarlar (Lia De Nadal ve Posas 2009).
Bu c¢alismada ise ¢esitli uyarici stres kosullarinda SAPK’lardan Gen2, Hogl ve Snfl
yolaklariin EST3 geni +1 PRF e etkisi arastirilmistir.

2.5.1. Gen Yolag ve Isleyisi

Hiicrelerin varliklarini stirdiirebilmeleri i¢in devamli olarak protein sentezi yapmalari ve
buna bagli olarak da hiicredeki mevcut amino asit miktarini siki bir sekilde kontrol
etmeleri gerekir. Hiicrede bu GAAC (General Control of Aminoacid Biyosynthesis)
yolaginca gergeklestirilir. GAAC yolagi amino asit biyosentezi, aminoagil tRNA
biyosentezi ve piirin biyosentezi enzimlerini kapsayan gen iriinlerini kontrol eder.
GAAC yolaginin anahtar bileseni ise bir protein kinaz olan, hiicredeki aa acligini tespit
ederek, hiicrenin aa agigina kars1 adaptasyonunu saglayan Gen2’dir (Visweswaraiah ve
ark. 2011, Hoffmann ve ark. 1999).

Gen2 yolagi yapisal ve fonksiyonel olarak tiim Okaryotlar boyunca korunmustur
(Murguia ve Serrano 2012, Anda ve ark. 2017, Duncan ve ark. 2018). Gcn2
memelilerde ¢ok genis ve ¢esitli islevlere sahiptir. Gen2 yolagi memelilerde geligim,
farklilasma, immun cevap, life span, tiimor hiicresinin varligini slirdiirmesi, memeli
organlarinin normal fonksiyonunu yerine getirebilmesini saglar. Metionil tRNA sentetaz
gibi proteinlerle direkt etkilesime girerek DNA tamiri iligkili yolaklarin tetiklenmesi,
insan hastaliklar1 ve stres cevabinin olusturulmasi ile de iligkilidir (Murguia ve Serrano
2012) Ayrica Gen2 inflammation siiresince hiicrelerin apoptoz, otofoji, eksozom karar
ve manipulation mekanizmasi olarak is gorebilir. Bu sayede Gen2 yolaginin isleyis

mekanizmasinin anlagilmasi inflammatory hastaliklarda ¢6ziim olusturulmast igin
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gereklidir (Xia ve ark. 2018). Gen2 yolagi mayada ise stres cevabinin yanisira CLS,

kronik yasam siiresi ile iligkilidir (Murguia ve Serrano 2012)

Gen2 yolagi oksidadif stres, UV irridiation, MMS, H,0», viral enfeksiyon, serum agligi,
proteozom baskilamasi, piirin agiligl, glukoz acghigi, yiiksek tuzluluk, DNA alkalin
ajanlar1, Rapamisin gibi ¢ok ¢esitli uyaranlarla aktive edilebilsede en temel aktivasyon

sekli yiiksiiz tRNA’larin Gen2 HisRS domainine baglanmasidir (Anda ve ark. 2017)

Hiicre igerisinde bir ya da daha fazla aa miktar1 kisitlandiginda oliusan aa aglig1 sonucu
hiicrede yiiksiiz tRNA birikimi olur. Yiiksiiz tRNA’lar direkt olarak Gcen2’ye
baglanarak, Gen2 sinyal yolagini aktive eder (Dever ve ark. 2016). Aktive olan Gcn2
yolaginin kinaz aktivitesi uyarilir ve bdylece translasyon baslama faktorii elF2, o alt
tinitesindeki Ser51°i fosforlar. Ser51°den fosforlanan elF2’nin fonksiyonu azalir
(Visweswaraiah ve ark. 2011). elF2 baslatict tRNA ve GTP molekiilii ile birlikte TC
(Ternary Complex) meydana getirir ve elF2B, baslama kodonuna rastlamasiyla hidroliz
edilen GTP sonrast GDP bagli bigimde baslama kompleksinden ayrilan elF2’nin
yeniden GTP bagh forma doniistimiinii saglar (Khan ve ark. 2018) ancak fosforlanan
elF2’nin a alt tinitesi, elF2B tarafindan GDP-GTP degisiminin bozulmasina sebep olur,
boylece baslatict tRNA ile birlikte Ternary Complex olusumu ve 40S ribozomal alt

initeye baglanmasi engellenir (Lageix ve ark. 2015). Sonug¢ olarak Gen2’nin elF2’yi

fosforlamasiyla hiicresel elF2-GTP-MettRNAI™  terary complex konsantrasyonu
azalir (Lageix ve ark. 2015). Boylece ternary complex konsantrasyonunun azalmasiyla,
hiicresel global protein sentezi baskilanarak, amino asit tiiketimi azaltilir. Ancak bazi
Ozel diizenleyici element tasiyan, sinirli sayidaki mRNA’larin translasyonunda artis
meydana gelir (Valerius ve ark. 2007). Bu mRNA’lar mayada GCN4 ve memelilerde ise
ATF4’tiir (Duncan ve ark. 2018). GCN4 mRNA’s1 5* u¢ kisminda 4 adet kisa uORF
bulunur ve trasnlasyonu aa achigi siliresince yeniden diizenlenir. Normal kosullarda
GCN4 mRNA’s1 anlatimi sirasinda bu kisa uORF’ler okunarak, GCN4 kodlama dizisine
ulagmadan ribozomlar mRNA’dan ayrilir. Stres kosullar1 altindaysa GCN2 aktivasyonu
ve elF2’yi fosforlamasiyla olusan ternaty complex miktar1 azalist uORF 3 ve 4’iin
atlanatarak GCN4 kodlama dizisinin translasyonuna imkan verir (Duncan ve ark. 2018)

Gendp aa ve vitamin biyosentezinde gorevli genlerin trasnkripsiyonel aktivatori olan
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bir basic leucine Zipper (bZIP) transkripsiyon faktoriidiir(Lageix ve ark. 2015, Duncan
ve ark. 2018).

Gcen2 proteini 190 kDa boyutunda bir protein olup, merkezi bir kinaz domain (KD), N
terminal ucunda ise Genl baglama domain ve Pseudokinaz domain, C terminal ucunda
ise histidin sentaz iliskili (HisRS) domain ve ribozom baglama (RBD) domainden
olusmaktadir (Dever ve ark. 2016). Gen2 monomerleri arsindaki ¢oklu etkilesimler
bulunan bir dimerdir ve bazal durumda Gcn2 inaktiftir. Aktivasyon sinyalinin
alinmasiylaysa konformasyonel degisim gegiren Gen2’nin multidomainleri arsindaki
etkilesim degisir. BOylece bilinen tek substrati olan elF2a’nin fosforilasyonuna imkan

dogmus olur (Sekil 2.9) (Dever ve ark. 2016).

Dimerizasvon ve ribozoma baglanma bélgesi

Genlp/Gen20p etkilesim bolgesi

\ Yiiksiiz tRNA baglanma bélgesi

| 280 534 l 1040 | 1502

I HisRS-like I CTD

1 138 592 T 997 1537

1659

S. cerevisiae Gen2p'de Islevsel Domainler

Sekil 2.9. Gen2 proteini domainleri (Lageix ve ark. 2015)

Gendp stabilitesi, aa aclg: sartlarinda nukleusta artarak 5 dakikadan 20 dakikaya kadar
bir yar1 dmre sahiptir ve Gendp anlatimiyla GAAC yolagindaki 50°den fazla genin
anlatimi diizenlenir (Valerius ve ark. 2007, Hoffmann ve ark. 1999).

Genl ve Gen20 ABC type ATpase’dir ve Genl ile Gen20 birlikte Genl NTP
vasiyastyla elongating ribozomlara baglanarak, Gen2 aktivasyonunda is gortirler (Dever
ve ark. 2016). Genlp, Gen2 aktivasyonu igin degilse de aglik sinyalinin Gen2’ye
iletiminde gorevlidir. Gen20’nin varligr ise Gen2 fonksiyonu igin esansiyel degildir.

Gen2 aktivasyonu igin ne Genl’in ne de Gen20’nin kesinlikle bulunmasi gerekmez
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(Castilho ve ark. 2014). Genl, Gen20 ve Gen2 bir kompleks halinde translasyon yapan
ribozomlara baglanirlar ve yiiksiiz tRNA’lar1 ribozom A-site’e baglanmasiyla, Genl-
Gcen20 kompleksince aa aglik sinyali algilanir. Genl ve Gen20 yiiksiiz tRNA’lar
ribozom A-sitedan Gcen2 proteini HisRS domainine gegirerek Gen2 aktivasyonunu
saglar. Bu sekilde Gendp trasnlasyonu ve dolayisiyla hiicrede aa korunumuna yol acan

diizenleyici olaylar zinciri baslatir (Sekil 2.10) (Dever ve ark. 2016).

Translasyon uzama faktorii eEF1A Gen2 inhibitorii olarak da gérev goriir. Amino asit
acligt kosullarinda eEF1A, Gen2 CTD domain araciligiyla, Gen2p ile direkt olarak
etkileserek Gen2’nin elF2a kinaz fonksiyonunu inhibe eder. Boylece amino asit agligi
olamayan kosullarda GAAC yolagimin negatif diizenleyicisi olarak islev goriir
(Visweswaraiah ve ark. 2011). eEF3 translasyon uzama agamasinin her bir seviyesinde
ribozoma gegici olarak baglanir ve yiiksiiz tRNA’larin E site’dan ¢ikigini kolaylastirir.
eEF3 ribozoma baglanmasi ise fonksiyonel bir ribozom Genl kompleksi olusumunu
engelleyerek, Gen2 fonksiyonunun gergeklesmesine engel olur eEF3 ribozoma bagl
olmadigindaysa ribozoma bagli bir Genl kompleksi olusur ve A bolgesinden Gen2’ye
yiiksiiz tRNA gecisini artirarak eEF1A’nin Gen2 CTD bolgesinden ayrilmasini saglar.
Boylece Gen?2 aktiflesir (Castilho ve ark. 2014).

il

tRINA

Gcecn20

Sekil 2.10. Genl, 2 ve 20 kompleksinin ribozomdaki konumu (Castilho ve ark. 2014)
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2.5.2.Hog1 Yolag ve Isleyisi

HOG sinyal iletim yolagi, sahip oldugu osmosensorler sayesinde hiicre disindaki
osmotik stres artisin1 algilayarak, hiicre i¢inde uygun cevabi olusturup, hiicrenin
osmotik strese adaptasyonunu saglayan bir sinyal iletim yolagidir. Bu yolakta son
asamada aktive edilen mitogen activated protein kinase (MAP kinase) ise Hoglp’dir.
(Abu Irgeba ve ark. 2014) MAPK’lere tiim Okaryotlar sahiptir ve sayelerinde hiicre
disindan alinan sinyallere hiicre i¢i cevaplar olusturularak, hiicrenin degisen kosullara
adaptasyonu saglanir. MAPK’ler MAPK, MAPKK (MAPK Kinase), MAPKKK
(MAPKK Kinase) olmak iizere ard arda gelen iicli sinyal kaskadlarindan olusurlar
(Nagiec ve Dohlman 2012). HOG yolag Okaryotlar arasinda korunmus olup,
memelilerdeki homologu p38 stress-activated protein kinase’dir (SAPK) (Romanov ve
ark. 2017).

Hiicre osmotik stres ile karsilastifinda, su kaybettigi i¢cin turgor basinci diiser ve
biiziiliir. Osmotik strese maruz kalan hiicre, kendi metabolik tiriinii olan osmolitleri
sitoplazmada biriktirir. Boylece hiicre i¢i osmolorite artirilarak, turgor basinct yeniden
olusturulur. S. cerevisiae hiicreleri osmotik stres ile karsilastiklarinda HOG yolagi
aktivitesine bagli olarak, hiicre i¢inde biriken osmolit ise gliseroldiir (Hohmann 2015,
Auesukaree 2017). HOG yolagi, Slnl ve Shol dali olmak fizere iki dal iizerinden
islemektedir (Hohman 2015). Bu iki dal birbirinden bagimsiz olarak islemektedir ve
Slnl osmotik strese karsi, daha diisiik esik degerine sahip oldugu icin daha duyarhidir
(Hohman 2015, Auesukaree 2017).
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Sekil 2.11. Hogl sinyal yolag: ve etkilesimleri (Auesukaree 2017)

Sinl, plazma membram iizerindedir, dort adet transmembran domainden olusur ve
sensOr histidin kinaz ile kontrol edilir. Osmotik stresin var olmadigi kosullarda SInl
histidin kinaz, otofosforlanmis durumda oldugu i¢in aktiftir. Ypdl aracilifiyla fosfat
grubunu Sskl1’e aktarir ve fosforlanmis Sskl inaktif durumdadir. Ozmotik stres
kosullarinda ise SInl inaktif duruma gelerek, Ypdl ve Sskl defosforile edilir.
Defosforile olan Ssk1, Ssk2 ve Ssk22 ile etkilesir. Ssk2 ve Ssk22 otofosforlanarak,
aktiflesirler sonrada Pbs2(bir MAPKK)’yi fosforlayarak aktiflestirirler. Pbs2 de Hogl 1
aktive ederek, Hoglp’nin sitoplazmadan niikleusa gegisini saglar (Hohman 2015).

Shol, plazma membrani {izerinde bulunan, dort adet transmembran domain ve sitosolik
SH3 domainden olusan bir scaffold proteindir (Brewster ve Gustin 2014). Shol dali
bliylik ihtimalle Hkrl ve Msb2 vasitasiyla islemektedir. Hkrl ve Msb2 tek membran
gecisli musin benzeri proteinlerdir. Bu iki sensoriin uyarilmasiyla, Msb2 ve Hkrl, Shol,
protein kinazlar Ste20 ve Cla4 ile G-protein Cdc42 proteinlerinin etkilesimleri degisir.

G-protein Cdc42 ile Ste2 ve Cla4 etkileserek, Stell proteinini fosforlayarak
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aktiflestirirler. Bu isleyis icerisinde, Pbs2 de MAPKK islevinin yanisira bir scaffold
protein gorevi ustlenerek, Shol etkilesimiyle hiicre yiizeyinde toplanir. Stell proteini,
ortagl Ste50°nin Cdc4?2 ile etkilesimiyle, Shol ve Opy2 proteinlerini membrana toplar.
Aktiflesen Stell, Pbs2’yi fosforlayarak aktiflestirir ve Pbs2 de Hogl proteinini
fosforlayarak aktiflestirir (Hohman 2015).

Uyarilip, fosforlanarak aktiflesen Hoglp nukleusa gegerek burada birikir ve osmotik
strese karsi transkripsiyonel cevabin olusturulmasini saglar. Osmotik stres yanit
genlerinin anlatimin1 transkripsiyon faktorleri ve RNA Polimeraz |l araciligiyla
diizenler (Auesukaree 2017, Brewster ve Gustin 2014). Hoglp araciligiyla 300’den
fazla genin anlatimi diizenlenmesine ragmen, HOG yolaginin ana hedefi gliserol
metabolizmastyla ilgili olan genlerdir. Bu genlerin hedeflenmesiyle hiicre icerisinde
gliserol iiretimi artirtlir, birikimi saglanir (Auesukaree 2017, Brewster ve Gustin 2014,
Hohman 2015).

Hoglp strese bagli olarak mRNA biyosentezini farkli sekillerde etkiler. Hoglp bazi
genlerde transkripsiyonun baslangicini diizenler, bunu 6zel transkripsiyon faktorlerini
fosforlayarak yapar. Stres yanit genlerinde kromotin yeniden modellenmesi ve histon
modifikasyonlari aktivitelerini diizenlenler (de Nadal ve Posas 2015). RNA Pol 11 ile
fiziksel etkilesim halindedir ve  RNA Pol II’nin houskeeping genlerden ziyade
osmostres-cevap genlerinin promotorlarinda toplanmasini saglar ve transkripsiyon
elongasyon faktorii gibi davranabilir (Brewster ve Gustin 2014, de Nadal ve Posas
2015). Hoglp ayrica mRNA dengesinin (sentez ve mRNA stabilitesinin saglanmasinda)
saglanmasinda da onemlidir. Hoglp nuklear pore compleksi bilesenleri ile etkilesimde
olmas1 sebebiyle, genel mRNA tasinmasini zayiflatmasina ragmen stres cevap
genlerinden olusan mRNA’lar ise sitoplazmaya tasinmaktadir. Hoglp’nin bir baska
transkripsiyonel rolii ise 100’den fazla IncRNA’nin anlatimini uyararak, ozmotik stres

kosullarinda hiicre dongiisiiniin ilerleyisini diizenlemesidir (de Nadal ve Posas 2015).
Hogl, Rck?2 vasitasiyla translasyonel diizenlemede de gorevlidir. Rck2, serin/theronin

MAPKAP (MAP Activated Protein Kinase)’dir ve bu gruptaki kinazlar gibi C terminal

domaininde karakteristik bir glisin dongii domeini igermektedir (Kumar ve ark. 2015).
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Rck2p’nin memeli homologu calmodulin kinazdir ve S. pombe’deki homologu ise
Srk1’dir (Warringer ve ark. 2010, de Nadal ve Posas 2015). Rck2, Hoglp tarafindan
oksidadif ve osmotik stres kosullarinda direkt olarak fosforlanir (de Nadal ve Posas
2015, Kumar ve ark. 2015). Rck2 proteini fosforulasyonu HOG yolaginin asir1 aktive
edildigi mutant suslarda ve osmostres siiresince gegici olarak artar (Kumar ve ark.
2015). Rck2 bircok proteinin translasyonu baskilarken, stres adaptasyonu icin gereken
transkriptlerin ise baslatimina yardimci olur (Nagiec ve Dohlman 2012). Buna ek olarak
Rck2p, Hoglp’nin nukleustaki yerlesiminde de etkili olmaktadir ve protein sentezini
gecici olarak baskilamasinda translasyon elongasyon faktorii 2 ile etkilesimi rol
oynamaktadir. Boylece osmostrese uygun olarak sentezlenen proteinlerin mRNA’dan
translasyonunu da kontrol eder. Rck2 proteini osmotik stres kosullarinda translasyon
mekanizmasinin korunmasi i¢in 6nem tasimaktadir (Kumar ve ark. 2015). Yapilan
fosforilasyon c¢alismalartyla, Hoglp’nin Rck2p’nini fosforlamasiyla farkli hiicresel
sireglerde gorevli ¢ok sayida proteinden olusan karmasik bir agi etkiledigi

gosterilmistir (Romanov ve ark. 2017).

Hiicreler osmostres kosullarinda hiicre dongiisiiniin ilerleyisini durdurarak, ilk olarak
strese karsi adaptasyon cevabini gelistirmeye calisirlar. Hogl hiicre dongiisiinii
diizenleyebilmektedir, Sicl, cyclin dependent kinase inhibitor, anlattmini dengeleyerek
G1 evresinden S evresine gecisi kontrol eder. Buna ek olarak, G2’den M evresine gegis
gibi diger hiicre dongiisii gecislerini de kontrol edebilir, S fazinda replikasyonu

geciktirir (de Nadal ve Posas 2015).

HOG yolagi; Fus3, feromon cevap yolagi, Kssl, filamentous biiylime yolag: ve Stl2,
hiicre duvar biitliinliigii (Cell Wall integrity) yolagi olmak iizere dért MAPK’den olusan
sinyal yolagiin bir pargasidir. Osmostrese cevap olusturulan siire boyunca Hoglp
uyarilmis ve isler durumdayken ortak bilesenlere sahip diger MAPK ’ler feromon cevabi
ve filamentli iireme yolaklar1 baskilanmis durumdadir. Uygun kosullarda, uygun
yolagin islemesi, ¢capraz baskilama (cross-inhibition) ve yolak izolasyonu ile saglanarak,
ortak bilesenlere sahip yolaklardan uygun olmayanin cevap olusturmasi engellenmis

olur (Brewster ve Gustin 2014).
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2.5.3. Snfl Yolag ve isleyisi

SNF1, Saccharomyces cerevisiae’ nin sahip oldugu, glukoz yoklugunda aktifleserek
karbon stresine karsi uygun cevaplar kaskadini baslatan ve AMP-tarafindan aktive
edilen protein kinaz (AMPK) ailesi iiyesi bir serin/theronin kinazdir (Kayikci ve Nielsen
2015). AMPK’ler enerji depolarmin tiikendigi kosullar1 algilama, enerji tiretimi ve
korunmasi ile ilgili siiregleri uyarmakta gorevlidirler. Snfl hiicre i¢i enerji dengesini
saglamada sahip oldugu ana islevi sebebiyle, tiim Okaryotlar arasinda hem fonksiyonel
hem de yapisal olarak korunmus durumdadir. Memeli homologu AMPK olup,
bitkilerdeki homologu da SnRK1(Snf-related kinase 1)’dir (Conrad ve ark. 2014).

Snfl karbon stresinin yani sira, oksidadif stres, alkali pH, 1s1 soku, yliksek tuzluluk ve
azot aclig1 gibi stres kosullarina da hiicresel yanit olusumu ile iligkilidir (Shashkova ve
ark. 2015, Simpson-Lavy ve Kupiec 2018). Ayrica Snfl yolagi hiicre igerisinde
gerceklesen birgok farkli siireg ile iliskilidir. Bu siire¢ler mitoz, mayoz ve spor olusumu,
filamentli biiylime, invaziv biiylime, kronolojik yasam stiresi (CLS), otofoji, biyofilm
olusumu ve yaslanmaya kadar uzanmaktadir (Shaskova ve ark. 2015, Zhang ve Cao
2017, Tripodi ve ark. 2018).

S. cerevisiae’da diger bir¢ok hiicre gibi karbon kaynagi olarak oncelikle glukozu tercih
eder ve hiicre disindaki miktarina bagl olarak hiicre i¢i karbonhidrat metabolizmasini
diizenler. Glukoz varliginda, O, varlig1 fark etmeksizin, glukozu fermente ederler.
Fermentasyon sonucu iiretilen alkol S. cerevisiae’ya diger organizmalarla rekabet i¢in
tistlinliik saglar. Glukoz tiikendiginde veya kisith diizeye geldiginde ise alternatif
karbon kaynaklarmi kullanir ve solunum yapmaya bagslarlar. S. cerevisiae’da bu gegisi
diizenleyen yolak, Snfl protein kinazdir. Snfl glukoz baskilanmasinda hem aktivator
hem de represor olarak gorev alabilmektedir (Simpson-Lavy ve Kupiec 2018, Kayikci
ve Nielsen 2015).

Hiicre dis1 glukoz konsantrasyonu yiiksek oldugu kosullarda Snfl inaktif haldedir ve
defosforile edilen Snfl nukleusun disindadir. Bu sayede glukoz-repressed genlerin
baskilayicisi, Snfl’in ana downstream hedeflerinden transkripsiyon faktorii Migl

defosforlanmis durumda ve islevseldir. Migl sayesinde alternatif karbon kaynag:
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(maltoz, sukroz, galaktoz gibi) transportu ve metabolizmasinda gorevli genlerin anlatimi
baskilanir (Sekil 2.12) (Kayikci ve Nielsen 2015, Shashkova ve ark. 2015). Glukoz
kisitli ve tikkenmis kosullarda ise Snfl aktifleserek, Migl deaktive eder, boylece glukoz
baskilamasi hafifler, alternatif karbon kaynagi iliskili genlerin transkripsiyonuna imkan
dogar (Kayikci ve Nielsen 2015). Glukoz yoklugunda hiicre i¢i enerji dengesini
saglamak amaciyla Snfl alternatif karbon kaynaklar1 kullanim1 ve soluma gecis ile daha
fazla enerji elde edilmesini saglar. Ayrica, hiicre i¢i enerji tikketimini azaltabilmek igin
de anabolik reaksiyonlar1 kisitlar. Bu amagla Snfl aminoasit iiretimini ve yag asidi
tiretimini kisitlar, yag asidi parcalanmasini uyararak, yliksek enerji eldesi saglar,
glukoneogenezis ve gliokzalat dongiisiinii uyarir (Condrad ve ark. 2014). Snfl bu
islevleri yerine getirebilmek igin, transkripsiyonel, post-transkripsiyonel ve post-

translasyonel seviyede gen anlatimini etkiler (Kayikei ve Nielsen 2015).

Glucaneogenic genes
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Sekil 2.12. Snfl yolaginin isleyisi (Condrad ve ark. 2014)
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Snfl kompleksi heterodimer yapidaki bir protein kompleksi olup, a, B ve vy alt
tinitelerinden olusmaktadir. o alt iinitesi katalitik aktiveye sahip olan Snfl’dir, B alt
tinitesi ise Sipl, Sip2 ve Gal83’den herhangi birisince kodlanir ve vy alt tinitesi de uyarici
Snf4’tlir. Glukozun fazla oldugu kosullarda [ alt iinitesi farkliligima bakilmaksizin
SNF1 sitoplazmada bulunmaktadir, ancak glukozca fakir kosullarda Sipl igeren SNF1
kompleksi vacuolar membranda, Sip2 igeren sitoplazmada ve Gal83 igeren ise nukleusta
bulunmaktadir. Boylece Snfl kinazin hiicresel yerlesim seviyesinde kontrolii saglanir
(Shevade ve ark. 2018). B alt iinitesinin tglinden herhangi birine sahip oldugu bu
proteinler SNF kompleksinin hiicre metabolizmas1 ve transkripsiyonel diizenlemede
farkli bir gorev istlenmesini saglar. Gal83 ve Sip2 proteinleri glukoneogenik ve
gliokzalat dongiisii ilgili genlerin aktivasyonunda islev sahibiyken, Sipl ise azot
metabolizmasi ilgili genlerin diizenlenmesinde islevseldir (Kayikci ve Nielsen 2015).
Snfl aktivasyonu Sak1, Elm1 ve Tor3 adi verilen ii¢ alternatif kinazdan birinin, katalitik
a alt tinitesindeki Thr210 amino asidini fosforlanmasiyla gergeklestirilir (Sekil 2.12).
Snfl aktivasyonu igin gereken bir bagka adimda, N-terminal kinaz domain ve C-
terminal otoinhibisyon domainine sahip Snfl’in, C-terminaline Snf4’iin baglanarak
Snfl’in otoinhibisyonunu gidermesidir. Boylece Snfl kinazin aktif konformasyonu
saglanmis olur (Tripodi ve ark. 2018, Condrad ve ark. 2014). Memeli AMPK artan
AMP/ATP oranmi algilayarak hiicresel cevap olusturmasina ragmen ve ge¢cmiste maya
Snfl kinazda da bu sekilde oldugu kabul edilse de Snf1 kinazda bu orandan ziyade ADP
etkili olmaktadir. Snf4 iki adet ADP baglayici bolgeye sahip olup ATP, AMP, ADP etki
dereceleri farkli olarak baglanabilmektedir ve NADH ile daha gii¢lii bolge i¢in
yarisabilmektedirler. Glukozun azalip ADP seviyesinin arttig1 kosullarda ise ADP daha
zay1f bolgeye baglanir. Boylelikle Snf4’te konformasyonel degisim meydana gelir ve
aktif Snfl’in korunmasi saglanir (Condrad ve ark. 2014, Shashkova ve ark. 2015).
Snfl’in deaktivasyonu ise aktivasyonu igin fosforile edilen Thr210’un, Glc7/Regl/2
(Type 1 protein fosfotaz ve iliskili Regl/2 alt tiniteleri), Sit4 (type 2A iliskili fosfotaz)
ve Ptcl(type 2C fosfotaz) vasitasiyla defosforile edilmesiyle gerceklesir (Shevade ve
ark. 2018).

Snfl’in etkilestigi transkripsiyon faktorleri Miglp’in yani sira Cat8 ve Adrl’dir. Snfl

tarafindan, Cat8’in transkripsiyonel diizenlemesiyle, glukonegenik genler, gliokzalat
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dongiisii ve alternatif karbon kaynagi kullanimi iligkili genler anlatim yapar. Adrl ise
etanol kullanim1 ve yag asidi metobolizmasi ile ilgili genlerle iliskili oldugundan
Snfl’ce kromotin baglanmasi kontrol edilir. Snfl ayrica gen anlatiminin kontroliinde,
kromotin yeniden diizeleme mekanizmalarindan da yararlanir. Gen5 asetil transferaz ile
direkt olarak etkilesip, fosforlamayla aktivitesini tetikler ve birgok stres-responsive
genin transkripsiyonel aktivasyonunu saglar. Snfl post transkripsiyonel seviyede gen
diizenlenmesinde ise mRNA parcalanmasini diizenleyerek rol oynar. Ccr4, Dhhl, Xrnl
proteinlerini hedefleyerek, glukoz-induced mRNA’larin pargalanmasini saglar. Snfl
post-translasyonel seviyedeki diizenlemesini ise GCN4’iin transkripsiyonunu ve hem de
translasyonunu baskilayip aminoasit biyosentezini olumsuz yonde etkileyerek gosterir

(Kayikci ve Nielsen 2015).

2.6. Ribozomal Protein Stm1

Stm1 proteini (Stm1p) 30kDa boyutundaki, stresle iliskili bir S. cerevisiae proteini olup,
hiicrede bol miktarda bulunur (35.000-46.800 adet) (Hayashi ve ark. 2018, Van Dyke ve
ark. 2006, Van Dyke ve ark. 2009). Stmlp’nin bir¢ok maya tiirinde homologu
bulunmaktadir (Van Dyke ve ark. 2006). Stm1p hem sitoplazmada ve hem de niikleusta
bulunur. Sitoplazmada az miktarda serbest peptid olarak bulunmakla birlikte biiyiik
cogunlugu ribozomlara bagli olarak bulunur. Niikleusta bulunan Stmlp ise telomerik

bolgede kromozomlara bagli olarak bulunur (Van Dyke ve ark. 2004).

Stmlp tam ribozom ile iligkilidir. Ribozomda 40S domainin bas kismina baglanir ve A
ve P- bolgesindeki mRNA tiineli boyunca yer alir (Sekil 2.13) (Hayashi ve ark. 2018).
Stmlp 60S’den bir tane, 40S’den de sekiz tane olmak iizere dokuz adet ribozomal
protein ile etkilesim icindedir. Smlp her iki ribozom alt birimiyle etkilesime sahip
olmas1 sebebiyle, ribozom alt birimlerinin birbiri ile etkilesimini sagladig

goriilmektedir (Ben-Shem ve ark. 2011, Hayashi ve ark. 2018).

35



o FETINCE
N o . e O AU » P

L " 40S Head

Sekil 2.13. Stml proteininin ribozom tizerindeki konumu. A panelinde Stmlp’nin
kiictik alt birimdeki bulunusu, B panelinde ise Stmlp’nin mRNA giris tiineli tizerinde
yerlesimi gosterilmektedir (Ben-Shem ve ark. 2011).

S. cerevisiae hiicrelerinin besince yetersiz kosullarda olmasi, (uzun siireli glikoz ac¢higi,
azot acligi gibi) Stm1’in ribozoma baglamasinda ya da bagli Stm1p’de konformasyonel
degisikliklere neden olur. Bu sekilde hiicre igin uygun kosullar olusuncaya kadar Stm1p

ribozomlar1 koruyor olabilir (Ben-Shem ve ark. 2011).

Stml proteinin translasyonu diizenlemesinde eEF2 ve eEF3 translasyon uzama
faktorleriyle olan etkilesimi rol oynar. Dyke ve arkadaslarina goére, Stmlp eEF3
translasyon uzama faktoriiniin islevini yerine getirebilmesinde yardimci bir rol iistlenir.
Stmlp ribozoma baglanarak, eEF3 faktdriiniin ATP hidrolizi ile konformasyonel
degisime ugrayip, ribozomdan ayrilmasini saglar. Boylece yiiksiiz tRNA’nin E
bolgesinden salinimina ve A bolgesine eEF1A-GTP-aminoagil tRNA baglanmasina
imkan tanimis olur. Yani Stm1p ve eEF3 arasindaki iliski translasyon uzama asamasinin
dogru sekilde devamlilig1 igin gereklidir (Van Dyke ve ark. 2009). Hayashi ve ark.’ca
ise ribozomlarin iizerinde Stml proteinin bulunmasi durumunda eEF2 etkilesimlerini
incelemiglerdir. Bu calismayla, Stm1 proteinin GTP bagli konformasyonda ribozom
tizerinde eEF’2 baglanmasimi saglamlastirdigini  kanitlamiglardir. Stmlp’nin eEF2
ribozom bagim stabilize etmesiyle eEF2’ce ilk GTP hidrolizine olanak saglamis olur.

(Hayashi ve ark. 2018)
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Stm1p birgok biyolojik siireg ile iligkili olan ¢ok fonksiyonlu bir proteindir. Bu siiregler
apoptozdan, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesine, telomer biyosentezinden, mRNA’da 5’
Cap vyapisimin ¢ikarilmasina, besinsel stres kosullarina bagli olarak protein
translasyonunun diizenlenmesine kadar degismektedir. Ayrica Stmlp’nin TOR yolag:
araciligr ile mayada translasyonun kontroliinde de islevi oldugu yayimlanmistir

(Hayashi ve ark. 2018, Van Dyke ve ark. 2009, Van Dyke ve ark. 2006).

2.7. Ribozomal Protein Ascl

Ascl proteini, ASC1 geninden kodlanan bir S. cerevisiae proteini olup, yedi kanatli -
pervane seklinde katlanma gosteren WD40 tekrarli protein ailesine ait bir scaffold
proteindir. (Opitz ve ark. 2017, Schmitt ve ark. 2017) Ascl proteini dkaryotlar arasinda
son derece korunmusluga sahip bir protein olup, memeli homologu RACK1 (Receptor
For Activated C Kinase 1) ve S. pombe’deki homologu Cpc2’dir (Gallo ve Manfrini
2015).

Asclp cok sayida gen ve protein ile etkilesim halinde oldugundan birgok biyolojik siire¢
icerisinde var olmaktadir (Rachfall ve ark. 2013). Asclp’nin igerisinde yer aldigi
siiregler translasyonun diizenlenmesi, demir homoestosisinin saglanmasi, feromon
cevabinin olusturulmasi, hiicre duvart biitlinliigiiniin korunmasi, mitokondriyal
biyogenezis, hiicresel solunum ve fermentasyonun organizasyonu ile oksidadif stres
cevabinin olusturulmasimi kapsamaktadir (Rachfall ve ark. 2013, Gallo ve Manfrini

2015).

Asclp ribozom flizerinde 40S ribozom kii¢iik altbiriminin bas kisminda, mRNA ¢ikis
tiineline yakin olarak bulunmaktadir (Sekil 2.14) (Opitz ve ark. 2017). Ayrica, ASCI
lokusu iizerinde ShORNA U24’#i kodlayan intronlar bulunmaktadir. U24 snoRNA ise
28S rRNA’nin metilasyonu ile 60S ribozom altlinitesinin olgunlagsmasini saglar
(Rachfall ve ark. 2013).
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Sekil 2.14. Asclp’nin ribozom lizerinde yerlesimi (Opitz ve ark. 2017)

Ascl proteini translasyonun diizenlenmesine ¢esitli sekillerde etki etmektedir. Asclp,
cesitli translasyon baslama faktorlerinin fosforilasyonunda araci olabilmektedir. ASCI
geni silindiginde, eEF3 translasyon baglama faktoriiniin 40S ribozoma baglanma
affinitesi azalmaktadir (Rachfall ve ark. 2013, Opitz ve ark. 2017). Ascl tarafindan
translasyon dogrulugunun kalite kontrolii yapilmaktadir. Ascl’in translasyonun devami
sirasinda translasyonel cergevenin (reading frame) korunmasinda 6nemli islevi oldugu
CGA tekrarlar1 iceren mRNA kullanilarak gosterilmistir. Kodlama bdlgesinde tekrarli
olarak CGA kodonu igeren mRNA’da ribozomal frameshiftin ASC1 yoklugunda ¢ok
yiiksek derecede gerceklestigi yakin zamanda gosterilmistir. Bu sonu¢ ASCI’in
translasyon sirasinda ribozomun okuma g¢ercevesinin korunmasinda onemli islevi

oldugunu gostermektedir (Wolf ve Grayhack, 2015).

Asclp NGD (No-Go Decay), PDTA (Nascent peptide-dependent translation arrest) ve
RQC (Ribosome Quality Control) yolaklariyla da iligkilidir. Limoncelli ve
arkadaslarinca ASC1’in 18S nonfunctional rRNA parcalanmasina katkist oldugu
gosterilmistir. Ayrica Ascl proteini yakin zamana kadar ribozomal yavaslamayi
sagladig1 diisiiniilse de translasyon kalitesinin kontrolii i¢in yavaglayan ribozomlari

hedef aldig1 izlemini uyandirmaktadir (Limoncelli ve ark. 2017).
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Asclp aracilifiyla olusan translasyonel tutuklama ile normal olmayan mRNA’lardan
sentezlenen polipeptidlerin pargalanmasi gerceklestirilebilmektedir. Asclp varligi, bu
polipeptidlerin E3-ubiquitin ligaz Ltnl aracili pargalanmasi i¢in gereklidir (Gallo ve
Manfrini 2015). Bu mekanizmalara ek olarak, Asclp bazi 6zel transkripsiyon faktorii
kodlayan mRNA’larin 5 UTR’leri vasitasiyla, translasyonlarinin baslangicin1 kontrol

edebilir. Teclp, Phdlp ve Stel2p miktarlarinin Asclp ile iliskili olarak degistigi
gosterilmistir (Rachfall ve ark. 2013).

Translasyonel diizenlemelerin yanisira Asclp sinyal iletim yolaklar1 ile fiziksel
etkilesim ic¢indedir. Asclp iizerinde meydana gelen konformasyonel degisimler ile
alinan sinyaller ribozoma iletiliyor olabilir (Rachfall ve ark. 2013, Schmitt ve ark.
2017). Ascl proteinin etkilesimde oldugu sinyal iletim yolaklar1 arasinda cAMP/PKA
ve farkli MAPK yolaklar1 bulunmaktadir (Opitz ve ark. 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirmada Kullanilan S. cerevisiae Suslari ve Plazmidler
Bu calismada kullanilan ve Cizelge 3.1’de listelenen S. cerevisiae suslarindan
BY4741°den tiirevlenen suslarinin tamami EUROSCARFT’tan temin edildi. £1278b

susu ise Maria Cardenas’dan (Duke Universitesi, ABD) sagland.

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

EUROSCARF kodu | Genotip

Y 00000 (BY4741) MATa his3A1; leu2A0; met15A0; ura3AO0.
(YST124, Standart yaba tip sus)

Y14311 MATa his3A1; leu2A0; metl5A0; ura3A0.YDR477w::kanM X4
(YST124’¢ izogenik, snfl mutanti)
Y 02724 MATa ura3A0; his3A1; leu2A0; met15A0;YLR113w::kanM X4
(hogl mutant1, YST124’e izogenik)
Y 05157 MATa ura3A0; his3A1; leu2A0; met1 5A0;Y LR248w::kanM X4
(rck2 mutanti, YST124’e izogenik)
Y 04546 MATa ura3A0; his3A1; leu2 AO; met1 SA0; YGL195w::kanM X4
(genl mutanti, YST124’e izogenik)
Y 03642 MATa ura3A0; his3A1; leu2A0; met15A0;YDR283c::kanM X4
(gcn2 mutanti, YST124’e izogenik)
Y 05688 MATa ura3A0; his3A1; leu2A0; met15A0;YFR009w::kanM X4
(gcn20 mutanti, YST124’e izogenik)
>1278b MATa ura3-52
Y 06556 MATa ura3A0; his3A1; leu2A0; met1 5A0;YMR116c::kanM X4

(ascl mutanti, YST124’e izogenik)

Y04107 MATa his3A1; leu2A0; met1 5A0; ura3A0;Y LR150w::kanMX4
(stm1 mutant1, YST124’e izogenik YST124’e izogenik)
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Maya suslarinin genel amaglar igin tiretilmesinde tam besiyeri olarak da bilinen YPD
(Yeast Extract, Peptone Dextrose) tlireme ortami kullanildi. Maya suslariin
transformantlarinin tiretilmesinde ise Sc-Ura +%2 glucose (Synthetic complete, minus
urasil supplemented with %2 Glucose) besiyeri kullanildi (Rose ve ark. 1990). Maya
suslarmin stoklar1 YPD petrilerinde iiretildikten sonra steril, 1 ml %20 gliserol i¢inde
—80 C’de saklandi. Transformasyon icin stok mayalardan alinan ornekler YPD
petrilerine ekilerek taze kiiltiirler elde edildi. YPD petrilerindeki maya kiiltiirleri ve
transformasyonla elde edilen transformant petrileri deneyler siiresince +4C’de buz
dolabinda saklandi. Maya iireme ortamlarinin hazirlanmasi1 ve arastirmada kullanilan

¢ozeltilerin igerigi ve hazirlanmasi da tezin ekler boliimiinde ayrintili olarak verildi.

Bu calismada kullanilan plazmit yapist ise YEp plazmit {izerine temellendirilmis,
Sundararajan ve ark.’ca (1999) tarafindan gelistirilen raportdr plazmittir. Bu raportor
plazmitte S. cerevisiae HIS4 geni promotorunu ve ilk 4 kodonunu igeren bolge E. coli
lacZ genine sifir ¢ercevede translasyon yapilacak sekilde klonlama yapilmistir. Bu
plazmit tizerinde HIS4 kodonlar1 ve lacZ arasinda sifir, +1 veya —1 g¢ergevede
translasyonun devamu igin farkli uzunluklarda ORF bdlgelerinin klonlanabilmesi igin
uygun polilinker dizisi de bulunmaktadir. Sunulan bu calismada da bu sekilde

olusturulmus iki farkli reporter plazmit kullanilmistir (Sundararajan ve ark. 1999).

Kullandigimiz lacZ raportér vektorlerinden birisinde [pDT261 (EST3 FF)] lacZ
kodlama bolgesi oniinde sifir ¢cergevede translasyonun devam edebilecegi sekilde EST3
geni frameshift sekanst olan TTA-GTT dizisi klonlanmigtir. Bu vektorde His4-Est3-
LacZ hibrit mRNA’sindan translasyonun yapilmasi i¢in translasyonun Est3-LacZ
bolgesinde sifir cercevede devam etmesi gerekir. Bu nedenle g¢alismalarimizda bu
vektor, [pDT261 (EST3 FF)], dogru cerceve veya kisaca “Framefusion” vektorii olarak
adlandirlmigtir (Sekil 3.1) (Taliaferro ve Farabaugh 2007).

Diger raportor vektor de [pDT265 (EST3 FS)] ayni yapida olup bu vektorde transkribe
edilen His4-Est3-LacZ hibrit mRNA’sindan translasyonun yapilmasi i¢in lacZ kesisim
bolgesine klonlanan EST3 frameshift bolgesi sekanst CTT-AGT-T olarak klonlanmustir.
Bu vektorde (pDT265) transkribe edilen His4-Est3-LacZ hibrit mRNA’sindan lacZ

41



kodlanan bolgesinin de translasyonu RNA’da CUU-AGU-U’nun +1 g¢ergevede
frameshift olmasi ile gerceklesmektedir (Taliaferro ve Farabaugh 2007).

EcoRl o
pEST3 FF/FS f—n
pHIS4-FF/FS-lacZ o
@
“3&)‘ EcoRlI
1 Sacl
\’Oc‘ aC
pHIS 4 EST3 LlacZ
e e S FrameFiizyon
pHIS 4 EST 3

LacZ
e e Frameshift

Sekil 3.1. Calismada kullanilan raportor plazmit yapisi

Vektor iizerindeki 2um orijini maya replikasyon orijini olup vektoriin mayada
cogalmasimi saglarken, ColE1 ori bakteri replikasyon orjinidir ve vektoriin bakteride
cogalmasini saglar. bla ise amphisiline kars1 bakteriyel diren¢ genidir. E. coli LacZ
geni, f-galaktozidaz kodlar ve raportor gen olarak kullanilmigtir. URA3 geni ise
vektoriin transformasyonu gerceklesen mayalarin se¢iminde, secici fenotip olarak

kullanilir.

3.2. Lityum Asetat Metodu ile Transformasyon

Bu c¢alismada mevcut imkanlar ve verimliligi géze alinarak, Rose ve ark. 1990°daki
gelistirmis oldugu lityum asetat-PEG yontemi kiigiik degisiklikler ile asagida anlatildigi
sekilde uygulanmistir (Rose ve ark. 1990).

Transformasyonda kullanilanacak maya suslar1 +4 C’deki YPD petrilerinden alinip 5

ml’lik stvi YPD ortaminda 30 C’de ¢alkalamali inkiibatorde 140 doniis /dakika hizda 1
gece (16-18 saat) iretilerek gecelik on kiiltirler elde edildi. Ertesi sabah
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transformasyonu yapilacak olan bu kiiltiirden, baglangic ODggo degeri 0.2 olacak sekilde
bu kez 20 ml’lik sivi YPD’ye ekim yapilarak bu taze kiiltiirlerin aym1 sartlarda
logaritmik asamaya kadar (ODggo=1.0-1.5) tiremeleri saglandi. Log faz kiiltlirleri 50
ml’lik steril falkon tiiplere aktarilip 1600 rpm’de 5 dk ¢oktiiriildii, siv1 faz atilip ¢oken
maya hiicreleri steril 25 ml distile suda siispanse edilerek tekrar ayni hizda ¢oktiiriildii.
Siv1 faz atildi, ¢oken maya hiicreleri bu kez steril 1 ml 0.1M LiOAc’de suspanse
edilerek steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve tekrar 12500 rpm’de 1 dakika
coktiiriildi. Sivi faz atildi, ¢oken maya hiicreleri bu kez 450 ul 0.1 ml LiOAc’de
suspanse edilerek stok kompetent maya hiicreleri elde edildi. Bu stok kompetent maya
hiicrelerinden 50 pl alinarak taze mikrofilij tiiplerine alindi ve tekrar ayni hizda
coktiiriilerek iist siv1 pipetle alindi. Mikrofijj tiiplerinde kalan maya hiicrelerine PEG,
LiOAc, tasiyict DNA ve plazmit DNA’lar1 asagida verilen sirada ilave edildi.
Transformasyon tiiplerinde son hacim 350 pl olacak sekilde steril saf su ilave edildi.
Transformasyon karisimi homojen oluncaya kadar vorteks ile karigtirildi ve daha sonra
30 C inkubatorde 30 dakika bekletildi.

240 pl %50 PEG

36 pl 1 M LiAOc (taze hazirlanmis stoktan kullanildi)

6 pl denatiire edilmis Herring sperm DNA’s1

4-5 ul plazmid DNA’s1 (0.1-1 pg max)

64 ul dsH,0

30 C’de inkubasyon siiresi sonunda, transformantlar 1s1 soku islemi i¢in 42 C’lik su
banyosunda 30 dakika inkiibe edildi. Is1 soku isleminin ardindan 12.500 rpm’de 1
dakika santrifiij edilen tiiplerden tist siv1 atilarak, ¢okeltiye 500 ul steril saf su eklendi
ve pipet yardimiyla siispanse edildi. Bu basamakta yapilan LiAOc muamelesi sonucu
maya hiicrelerinin, hiicre duvari ve zari zayiflamis durumda oldugundan nazik
davranmaya Ozen gosterildi. Steril saf su igerisinde siispanse haldeki maya
transformantlarindan, 100 pl alinarak secici besiyeri petrilerine (Sc-Ura +%2 glukoz
petrilerine) yayma ekim yontemiyle ekildi ve 30 C’lik etiivde koloniler belirginlesip
bliyliyiinceye kadar 3-4 gilin inkiibasyona birakildi. Kalan transformantlar ise
kontaminasyon vb. kosullarda deneyin tekrarlanmasi gerekebileceginden +4 C’de, bir
hafta boyunca canliliklari1 koruyabildikleri i¢in buzdolabinda muhafaza edildiler.

Segici besiyerindeki transformant maya kolonileri belirgenlistiginde, cevresindeki
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kolonilerden bagimsiz olarak biiyiiyen kolonilerden alinarak, taze secici besiyerlerine
pasajlar halinde ekildi. Her petride 6 ya da 8 pasaj olacak sekilde hazirlanan petriler,
transformantlarin tiremesi i¢in 2 ya da 3 giin 30 C’de’de inkiibasyona birakildi.
Deneyler siiresince hazirlanan transformant pasajlart +4 C’de muhafaza edilerek

kullanildi.

3.3. S. cerevisiae Transformantlarinin Uretilmesi

Maya transformantlarinin her biri 5 ml Sc-Ura+%2 glukoz sivi besi ortamina,
transformantlarin pasajlanmasi ile olusturulan petrilerden steril kiirdan ile alinarak
asilandi. Elde edilen bu siv1 kiiltlirler 140 rpm, 30 C’deki havalandirmali ¢alkalayicida
yaklagik 18 saat liremeye birakildi. Ertesi sabah bu 6n kiiltiirler baglangic ODggo degeri
0.2 olacak sekilde taze sc-URA+%2 glukoz sivi besiyerine agilanarak, 140 rpm 30
C’deki calkalayicida kiiltiirler log faza gelip, ODggo degeri 1.5-2.0 oluncaya kadar

uretildi.

Log faza gelen S. cerevisiae transformant kiiltiirleri, 1600 rpm’de 4 dakika santrifiij
edilerek ¢oktiirtildii. Her bir 6rnek 1 ml suda suspanse edildi ve tekrar mikrosantrifiijde
12500 rpm’de 1 dk ¢oktiiriildi olusan st sivi atildi. Hiicre ¢okeltisi ise 200 ul break
buffer (lizis tampon ¢ozeltisinde) pipetaj yapilarak tekrar ¢ozdiiriildii. Ayrica kontrol
amacgh kullanilmak {izere igerisinde sadece 200 pl lizis tampon c¢ozeltisi olan bir
mikrosantrifiij tiipli de hazirlandi. Hazirlanan bu lizis tampon ¢ozeltisi hiicre karisimlari
ve kontrol tiipii kisa siireli olarak —20 C’de muhafaza edilerek bir sonraki boliimde
aciklanan B galaktozidaz enzim analizinde kullanildi. Ayrica hazirlanan bu lizis tampon
¢ozeltisi hiicre karisimi gerektigi takdirde —80 C’de uzun siireli olarak muhafaza
edilebilmektedir.

EST3’de programli ribozomal frameshifte stres faktorlerinin ve bu faktorlerle ilgili
sinyal yolaklarinin etkisini incelemek i¢in ise Cizelge 3.1°de verilen mutant S.
cerevisiae suslar1 kullanildi. Bu mutant S. cerevisiae suslarinda sinyal yolaklarinin ilgili
bilesenlerinden birisinin mutasyonu dolayisiyla ilgili yolakta sinyal iletimi

gerceklesememektedir (6rnegin Ahogl mutantinda High Osmolarity Glycerol yolaginin,
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Agen2 mutant susunda amino asit agligi yolaginin, Asnfl mutantinda diisiik glikoz
sinyal yolaginin ¢aligmamasi gibi). Stres faktorlerinin etkisini incelemek i¢in logaritmik
asamadaki yaban tip ve mutant S. cerevisiae suslarinin transformantlarina bu tezin
sonuglar bolimiinde ilgili tablolarda verilen konsantrasyonlarda NaCl, 3-amino triazole
(3-AT) veya borik asit ilave edildi. Stres sinyal yolaklarini aktive eden bu maddelerin
ilave edilmesinden sonra maya hiicreleri 30 C’de ¢alkalamali inkiibatérede 140 devir/dk
hizda 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda iireme ortamlarindan maya
hiicreleri yukarida agiklandig1 sekilde g¢oktiiriilerek beta-galaktozidaz aktivitesi tayini
icin hazirlandi. NaCl, HOG sinyal yolagini aktive ederken, 3-AT ve borik asitin Gen2
yolagini aktive ettigi bilinmektedir (Saito ve Posas 2012, Uluisik ve ark. 2011, Moehle
ve Hinnebusch 1991).

3.4. Transformantlarda p-Galaktozidaz Aktivitelerinin Tayini

Yukarida agiklanan sekilde iiretilen EST3-framefusion ve EST3-Frameshift vektoriiniin
S. cerevisiae transformantlarinda yapilan lacZ transkript seviyeleri bu gen fiizyonuna
bagli olarak yapilan beta galaktozidaz enzim aktivitesi her bir transformants ve iireme

kosulu igin ayr1 ayr1 dlgiilerek tayin edildi (Guarente 1983).

Hazirlanan transformant lizis c¢ozeltisi karigimlarima ve kontrol i¢in hazirlanan
mikrosantrifiije, maya hiicrelerini permeabilize etmek i¢in 20 pl %0.1 SDS ve 20 pl saf
kloroform eklendi. Elde edilen hiicre lizatlar1 B-galaktozidaz aktivitesi tayini i¢in daha
once agiklandigi sekilde kullanildi (Guarente 1983).

Maya transformantlarinin - galaktozidaz enzim analizinde kullanilmasiyla elde edilen
gen anlatim miktarlarint normalize edebilmek amaciyla, Lowry ve ark.’nin 1951°de
verdigi metoda uygun olarak, daha once anlatildig1 gibi hazirlanan maya lizatlarinin
toplam protein konsantrasyonu belirlendi. Hem [-galaktozidaz hem de Lowry
deneylerinin yapilmasiyla elde edilen absorbans degerleri, ek 2°de verilen formiil
tizerinde kullanilarak, transforme edilen pDT261 ve pDT265 plazmitlerinden yapilan
gen anlatim seviyeleri hesaplandi. EST3 geninde meydana gelen frameshift oranini

hesaplarken, EST3-FS gen flizyonundan yapilan anlatimin enzim aktivitesi degeri,
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EST3-FF gen fiizyonundan yapilan anlatimin enzim aktivitesi degerine boliindi ve
yiizdesi bulundu. Enzim deneyleri biitiin 6rnekler icin iigerli olarak yapildigindan ve her
deney en az bir kez tekrarlandigindan verilen % FS sonuglari, ortalama dokuz farklh
deneyin ortalamasidir. Yapilan deneylerde sonuglarin dogrulugu i¢in standart sapmanin

%10’nun altinda olmasina dikkat edilmistir.
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4 BULGULAR

4.1. Stres Kosullar1 EST3’de PRF’nin Diizenlenmesine Etkileri

Cesitli stres kosullarinin telomer uzunlugu ve telomeraz aktivitesi lizerinde etkili oldugu
bilinmektedir. Ayrica stres kosullarinin programli translasyonel frameshift (PRF)
tizerinde etkili oldugu daha oOnceki calismalarda gosterilmistir. Telomeraz alt
birimlerinden Est3p’inini kodlayan EST3 geni mRNA’sinda internal stop kodon
bulunmaktadir. Tam uzunlukta fonksiyonel Est3p sentezi i¢in EST3 mRNA’sinda
bulunan bu internal stop kodonun translasyonun devam asamasi sirasinda (elongasyon
sirasinda) belirli oranda gergeklesen ve Programli Ribozomal Frameshift (PRF) olarak
adlandirilan molekiiler olay ile anlamli kodon seklinde okunmasi gerekir. Bu da

ribozomlar tarafindan +1 yoniinde 1 niikleotid ilerleyerek PRF ile gerceklestirilir.

Daha 6nce tez danigmanim Prof.Dr. Sezai Tiirkel tarafinda yapilan ¢alismalarda PRF’in
stirekli olarak ayni hizda (constitutif) yapilmadigi ve belirli metabolik ve stres
sinyallerine gore kontrol edilebilen (arttirilan veya azaltilan) bir molekiiler isleyis
oldugu gosterilmistir (Tiirkel ve ark. 2011). Bu arastirmada EST3 mRNA'sindaki PRF
oranina ve PRF olusumuna ve dolayisiyla da tam uzunlukta Est3p’nin translasyonuna
stres kosullarinin etkisi arastirildi. Sunulan arastirmada deneysel yaklasim olarak
genomu bilinen yabanil tip S. cerevisiae susu ve bu sus ile izogenik olan ve stres sinyal
iletim yolaklar1 mutasyon ile inaktive edilmis mutant maya suslar1 kullanildi. EST de
PRF oranmi o6lgebilmek i¢in materyal metod boliimiinde aciklanan LacZ raportdr
vektorleri kullanildi. Bu raportor plazmitler ilgili S. cerevisiae suslarina transformasyon
ile aktarilarak stabil transformantlar elde edildi. Hem yabanil tip ve hem de sinyal
yolaklart kusurlu maya transformantlarimiz normal, stressiz ortamda ve stres
uygulanmis ortamda iiretildi. Ureme asamalar1 sonunda transformant maya suslarinda
ekspresyon vektorlerinden yapilan transkript oranlar1 tayin edilerek c¢esitli kosullarin

EST3’de PRF e olan etkileri incelendi.
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Bu amag¢ dogrultusunda ilk olarak BY4741, yabanil tip S. cerevisiae susu normal
kosullar altinda iiretilerek EST3’de PRF orani 6lgiildii ve %13 olarak bulundu. Osmotik
stresi ve dolayisiyla Hogl yolagim1i uyaran NaCl stresi, yabanil tip hiicrelere
uygulandiginda %23 olgiilen EST3 geni PRF orani, Gen2 yolagini uyaran borik asit
uygulandiginda ise %25 olarak oOlgiildii. Bu iki stres faktoriiniin de EST3’deki PRF
oranini arttirdig1 belirlendi. Snflp diisiik glukoz veya alternatif karbonhidratlar1 iceren
(sukroz, galaktoz, maltoz gibi) iireme ortaminda aktive edilen ¢ok fonksiyonlu bir
protein kinazdir. Snfl yolagini uyarmak amaciyla yabanil tip hiicreler ilk olarak %2
glukoz iceren besi ortaminda {iretildikten sonra alternatif karbon kaynagi olarak
gliserol/laktat iceren ortama aktarildi. Bu sekilde elde edilen Snfl yolagi uyarilmisg
yabanil tip maya hiicrelerdeki PRF orani ise %2 olarak 6l¢iildii. Bu sonu¢ normal
kosullarda tiretilen yabanil tip maya hiicrelerinde Snfl kinazin aktivasyonu ile PRF’de

yabanil tip susa gore ~6-kat azalma oldugunu gostermektedir. (Cizelge 4.1)

Bu sonuglar yabanil tip S. cerevisiae susunda NaCl ve Borik asit uygulamasi ile aktive
edilen Hoglp ve Gen2p’nin EST3’de PRF in kontrol edilmesinde yer aldigini ve PRF’in
kontroliinde islevleri olabilecegini gostermektedir. Bu sonuclar ayn1 zamanda EST3
sentezinin konstitiitif olmadigini1 ve sinyal yolaklart ile belirli kosullarda artis veya

azalma seklinde kontrol edilebilecegini de gostermektedir.

Cizelge 4.1. Yabanil tip S. cerevisiae susunda stres kosullarinin EST3’de PRF oranina
etkisi

Ureme ortami kosullar: Frameshift oranlar: £ SD (%)
Normal ortam 13+1

0.8 M NaCl 23+1

50 mM Borik asit 25+0.3

%2 Gliserol/Laktat 2+0.3

48



4.2. Gen2 Kompleksinin EST3’de PRF’nin Diizenlenmesine Etkileri

Gcen2p bir gesit protein kinaz olup amino asit acgligl basta olmak iizere cesitli stres
uyarici ajanlarla da aktive edilmektedir. Gen2p’nin ribozom tizerinde Genlp ve Gen20p
ile de etkilesimde oldugu, bu proteinler ile kompleks olusturabildigi daha 6nceden
gosterilmistir. Bu proteinler ile etkilesimi de Gen2p’nin aktivitesi i¢in gereklidir.
Yapilan arastirmanin bu béliimiinde Genl, Gen2, Gen20 kompleksinin EST3’de PRF’e
etkisinin olup olmadigi mutant suslar kullanilarak incelendi. Gen2 yolaginin EST3 geni
PRF orani iizerindeki etkisini arastirmak i¢in Gen mutantlart kullanildi. Genl ve Gen20
bir kompleks halinde bulunurlar ve Gen2’nin aktivasyonu igin Genl gereklidir. Ugii
birlikte bir kompleks meydana getirerek, protein sentezinin devam (elongation)
asamasinda ribozomlar iizerine yerlesmis olarak bulunurlar (Kubota ve ark. 2001). Gen2
yolagi H,O,, UVC gibi ¢ok farkli streslerle uyarilabilse de baslica amino asit agligi
sonucu olusan yiiksiiz tRNA varlig1 ile uyarilmaktadir (Ando ve ark. 2017). Ayrica
2011 yilinda yapilan bir ¢aligmayla Gen2 yolaginin Borik asit muamelesi sonucu

uyarilabildigi de gosterilmistir (Uluisik ve ark. 2011).

Gcen2’nin EST3 mRNA’sinda translasyonun devaminda olusan PRF oranima etkisini
incelemek amaciyla, Agen2 mutantlari ilk olarak normal kosullarda tiretilerek PRF orani
olglildii ve %5 olarak tespit edildi (Cizelge 4.2). Yabanil tip S. cerevisiae hiicreleri
normal kosullar altinda iiretildiginde PRF orant %13 olarak olgiildiigiinden Agcn2
mutantlarinda normal kosullarda bile PRF oraninda ~2 kat azalma oldugu gozlendi.
Elde edilen bu sonu¢ Gen2p’nin normal kosullarda da EST3’de PRF ve tam uzunlukta

Est3 polipeptidinin translasyonu i¢in gerekli oldugunu gostermektedir.

Gen2p ekspresyonunun gesitli streslerle aktive edildigi bilinmektedir. Bu nedenle Agen2
mutant1 transformantlarinda Hog yolagini aktive eden NaCl ve Gen yolagini aktive eden
borik asit stresi uygulanan kosullarda iiretilerek PRF orani o6l¢iildii. NaCl stresi
uygulandiginda PRF orani %7 olarak, borik asit stresi uygulandiginda ise %11 olarak
Olctildii. Yabanil tip maya hiicreleri NaCl ve Borik asit stresine maruz birakildiklarinda
ise PRF orant %23 ve %25 olarak olgiilmiistii, yani strese maruz birakilan Agcn2

mutanlarinin PRF degerleri, yaban tip mayaya gore 3-2 kat daha diisiik olarak
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belirlendi. Bu durum stres kosullarinda PRF diizenlenmesinin gerceklesebilmesi igin
fonksiyonel bir Gen2 yolagina ihtiya¢ oldugunu gosterdi. Fakat Agen2 mutant susu
transformantlarinda PRF oraninin stres sartlarinda normal iireme kosullarina gore
kismen de olsa artig gostermesi %5°den %7 ve %11°e yiikselmesi gibi EST3’de stres
kosullarinda Gcen2p’den  kismen bagimsiz  olarak da aktivasyon oldugunu
gostermektedir (cizelge 4.2). Diger bir degis ile stres kosullarinda EST3’de PRF’in
aktive edilebilmesi i¢in Gcen2p’ye ek olarak diger faktorlerin de gerekli oldugu

gorilmektedir.

Cizelge 4.2. S. cerevisiae Gen mutantlarinda, EST3 geni PRF oranina stres kosullarinin
etkisi

Ureme ortamu kosullar Frameshift oranlar: £ SD (%)
Agen2 Agenl Agen20
Normal ortam 5+1 8+0.2 7+0.3
0.8M NaCl 7+1 10+0.3 11+1
50mM Borik asit 11+0.3 10+0.5 124+0.3

Ribozom biiyiik alt biriminde Gcen2p, Genlp ve Gen20p ile kompleks halde
bulundugundan, Agenl ve Agen20 mutantlarinda da normal kosullar ve stres
kosullarinda EST3 geni PRF orami arastirildi. Agenl mutantt normal kosullarda
tiretildiginde PRF oran1 %8 olarak olciiliirken, NaCl stresi uygulandiginda %10 ve borik
asit stresi uygulandiginda ise yine %10 olarak Ol¢iildii. Agenl mutantinda normal
kosullarda olgiilen bazal seviye PRF degeri (%8), yaban tip maya normal kosularda
Ol¢iilen RFS oranma (%13) gore daha diisliik oldugundan, Genl’in EST3 geni PRF
diizenlenmesinde etkili oldugunu gostermektedir, ancak bu bazal seviye degeri olan %8,
Agcen2 mutantt bazal seviye degeri olan %5’den biiyiiktiir. Bu durumda Gen2p’nin
PRF’de Genlp ve Gen20p’den bagimsiz olarak kismen aktivite gosterdigi veya Gen2p

aktivitesinin tam olarak Genl ve Ge20p’ye bagl olmadigi 6ne siiriilebilir.
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Agen20 mutanti ise normal kosullarda tiretildiginde PRF oran1 %7 olarak belirlendi. Bu
mutant susun transformantlarina NaCl ve borik asit stresi uygulandiginda PRF orani

%11 ve %12 olarak ol¢iildii.

Gcen2 yolagi aminoasit agligt sonucu olusan yiiksiiz tRNA’larin aktive etmesi ile de
uyarildigindigindan, Gen2’nin yiiksiiz tRNA uyarimi ile EST3 geni PRF aktivasyonuna
etkisini arastirmak amaciyla S. cerevisiae £1278b susuna 3-AT uygulanarak aminoasit
acligr yaratildi (Cizelge 4.3). BY4741 susu yerine, £1278b susunun kullanilmasinin
sebebi ise, BY4741 susunun histidin mutanti olup, 3-AT’ce hedeflenen histidin
biyosentez yolagina sahip olmamasidir. Bu sebeple bir baska tip yaban sus olan ve Ahis

mutant1 olmayan S. cerevisiae £1278b susu kullanilmistir.

Cizelge 4.3. S. cerevisiae X1278b susunda EST3 geni PRF oranina aminoasit agliginin
etkisi

Ureme ortam kosullar Frameshift oranlar1 £ SD (%)
Normal ortam 14+1
10 mM 3-AT 21+1
50 mM Borik asit 22+1

>1278b susunda normal kosullarda EST3 geni PRF oran1 %14 olarak olgiiliirken, 3-AT
veya borik asit uygulamasi ile PRF oraninin %21-22’ya yiikseldigi belirlenmistir. Bu
sonu¢ EST3’de PRF’in amino asit agligima yanit olarak aktive edilen Gen2p sinyal

yolagina bagli olarak aktive edildigini birkez daha gostermistir. (Cizelge 4.3).

4.3. Ozmotik Stresin EST3’de PRF’nin Diizenlenmesine Etkileri

Ozmotik stres ve buna bagli olarak aktive edilen Hoglp kinazin da ozmotik stres
sartlarinda global olarak translasyonel kontrolde yer aldig1 agiklanmistir (Teige ve ark.

2001). Bu nedenle ozmotik stres sartlarinda Hoglp’nin EST3’de PRF kontroliinde etkisi

olup olmadigr arastirildi. Ozmotik stres olusturup HOG yolagin1 aktive etmek i¢cin maya
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transformantlarinin lireme ortamina logaritmik asamada son konsantrasyonu 0.8M
olacak sekilde NaCl uygulandi. Yaban tip maya susunda ozmotik stres uygulamasi ile
EST3 PRF oraninin %13’den %23’e ¢iktig1 belirlenmistir (Cizelge 4.1). Ahogl
mutantlarina NaCl uygulanmasi ile ise EST3 PRF oraninda herhangi bir artig goriilmedi
(Cizelge 4.4). Borik asit uygulamasiyla ise PRF oraninin yabanil tip maya susunda
oldugu gibi %21’e kadar artis1 borik asit ile aktivasyonda HOG sinyal yolaginin yer

almadigin1 gostermektedir.

Cizelge 4.4. S. cerevisiae Hogl ve Rck2 mutantlarinda, EST3 geni PRF oranina stres
kosullarinin etkisi

Ureme ortami kosullar: Frameshift oranlar1 £ SD (%)
Ahogl Arck?2
Normal ortam 11+0.5 11+0.3
0.8 M NaCl 1442 22+1
50 mM Borik asit 21+1 29+1

Osmotik stres sonucu uyarilmasiyla Hogl protein kinaz bircok hedefi fosforlayarak
osmotik strese karsi hiicrenin cevap olusturmasini saglar. Rck2p’de Hoglp’in direkt
olarak fosforlayarak translasyonel cevabin diizenlenmesini sagladigi bir protein kinaz
hedefidir. (Teige ve ark. 2001) HOG yolaginin translasyonel cevabi diizenlenmesinde
araci oldugu i¢in Arck2 mutanlarinda da stres kosullarinin EST3 geni PRF oranina etkisi

arastirildi.

Arck2 mutantlar1 normal kosullarda iiretildiginde PRF orant %11 olarak 6l¢iildii. Bu
sonu¢ normal kosullarda iiretilen yabanil tip maya susunda tayin edilen EST iin PRF
oranindan (%13) ¢ok farkli degildir. Arck2 mutantlarinin ozmotik stres kosullarinda
tiretimesi ile de EST3 PRF oraninda yabanil tipte goriilen seviye artis oldugu tayin
edildi ve PRF oraninin %11°den %22’¢ yiikseldigi bulundu. Bu sonuglar ozmotik
stresin EST’de PRF’e olan etkisinin Rck2p araciligr ile yapilmadigin1 gostermektedir.
Benzer sekilde, borik asit uygulamasi ile Arck2 mutantinda EST3 PRF oraninin yabanil
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tipte oldugu gibi artis géstermis olmas1 da Rck2p’nin borik asite bagl aktivasyonda yer

almadiginm gostermektedir.

4.4. Snfl Kinazin EST3’de PRF’nin Diizenlenmesine Etkileri

Snflp ¢ok fonksiyonlu bir protein kinazdir. Snflp’nin insandaki homologu da
AMPK’dir. Snflp aktivitesi de lireme ortami kosullarina bagli olarak kontrol edilir.
Snflp diisiik glukoz ortaminda aktif iken yiiksek glukoz igeren ortamda inaktifitir
(Ludin ve ark. 1998). Snflp’nin Ty2 ve Ty3 maya retrotranspozonlarinda +1 yonli
meydana gelen PRF’e glukoz aclhiginin etkisi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Tiirkel
ve ark. 2009, Tiirkel ve ark. 2011) Mayada karbon kaynagi kisitlamasi sonucu glukoz
acligr olusarak Snfl yolagini uyarmakta ve bu stres kosulunun {izerinden gelmek i¢in

hiicresel cevap olusturmaktadir. (Kayikci ve Nielsen 2015).

EST’de PRF orani Asnfl mutantlarinda incelendiginde normal kosullar altinda %7
olarak oOl¢lilmiistiir ve yaban tip maya bazal seviye olan %13’den diisiiktiir bu da
Snfl’in bazal seviye EST3 geni PRForani i¢in varliginin zorunlu oldugunu gosterir.
Asnfl mutantlart karbon kaynagi olarak %2 Gliserol/Laktat igeren besi ortaminda
uiretilerek, karbon achigi olusturuldugunda PRF seviyesinde degisiklik olmadigi ve %5
olarak bazal seviyede kaldigi belirlendi. (Cizelge 4.5.) Yabanil tip maya susunda ise
glukoz kisith kosullarda EST3 PRF oraninin bazal seviye olan %13’den %2’ye diistiigii
(~6 kat azalig) gorilmistiir (Cizelge 4.1). Bu durumda Snflp’nin glukoz kisitlamasina
yanit olarak EST3’de PRF’in kontrolii ve PRF oraninin azaltilmasinda 6nemli bir islevi
oldugu goriilmektedir. Asnfl mutant1 S. cerevisiae susunda EST3 PRF oranina NaCl ve
borik asit stresi de uygulanarak bu stres kosullarinda Snfl’in islevi incelenmistir. Elde
edilen sonuglar bu stres kosullarinda Asnfl mutantinda EST3 PRF oraninda yaklagik 2
kat veya daha fazla artis oldugunu (%7’den %16-19’a) gostermektedir. Bu sonuga gore
de Snflp’nin ozmotik stres kosullarinda veya borik asit stresi kosullarinda EST3’de PRF

oraninin kontrol edilmesinde fazla gerekli olmadigini1 gostermektedir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. S. cerevisiae Asnfl mutantinda, EST3 geni PRF oranina stres kosullarinin
etkisi

Ureme ortam kosullar Frameshift oranlar1 £ SD (%)
Normal ortam 7+0.5

%2 Gliserol/Laktat 5+1

0.8 M NaCl 16=+1

50 mM Borik asit 19+1

4.5. Asclp ve Stmlp Ribozomal Proteinlerinin EST3’de PRF’e Etkileri

Bu ¢alisma kapsaminda ayrica daha 6nce Ty3’de PRF’in glukoz bagimli kontroliinde
etkili olduklar1 gosterilen ribozom iliskili protein Stm1p ve Asclp’in de EST3 geni PRF
orani diizenlenmesine etkisi arastirilmistir. (Tiirkel ve ark 2011). Stm1p stres iligkili bir
protein olup, ribozom 40S alt biriminde mRNA tiineli boyunca yer alan bir S. cerevisiae
proteinidir. (Ben-Shem ve ark. 2011)

Astm1 mutantlart normal ortamda iiretildiginde EST3 PRF oran1 %10 olarak 6l¢iilmiis
olup, yaban tip hiicrelerde 6l¢iilen bazal seviye %13 degerinden diistiktiir ki bu da Stm1
proteinin EST3’de PRF orani diizenlenmesinde kismen de olsa etkili oldugunu gosterir.
Astm1 mutantlarina NaCl muamelesi sonucu PRF oran1 %8 olarak 6l¢iilmiis olup, bazal
seviye degeriden diisiiktiir. Bu durum Hogl’in Stm1 proteini aracilifiyla translasyonu
etkileyerek EST3 geni PRF oranini diizenledigini gosterir. Astm1 mutantlarina borik asit
muamelesi sonucu 6Slgiilen EST3 geni PRF orani ise %16 olup, bazal seviye olan %10
degerine gore artis, aktivasyon vardir. Yani Gen2 yolagi EST3 geni PRF oram
diizenlemesine olan etkisini Stml proteinini hedeflemeksizin gergeklestirmektedir

(Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. S. cerevisiae Astml mutantinda, EST3 geni PRF oranina stres kosullarinin
etkisi

Ureme ortam kosullar Frameshift oranlar1 £ SD (%)
Normal ortam 10 +0.7

0.8 M NaCl 8+0.5

50 mM Borik asit 16+0.5

Asclp de ribozom fizerinde 40S ribozom kiiciik alt biriminde MRNA ¢ikis tiineline
yakin olarak bulunan bir proteindir. (Opitz ve ark. 2017) Aascl mutantinda normal
kosullarda EST3 PRF oran1 %3 olarak olcililmiis olup yaban tip hiicrede dlgiilen %13
degerine gore ~4 kat daha diisiiktiir. Bu da Asclp’in varligimin EST3 PRF oraninin
diizenlenmesi i¢in zorunlu oldugunu gosterir. Aascl mutantina NaCl stresi
uygulandiginda ise EST3 geni PRF orani1 %4 olarak 6l¢iilmiis olup, bazal seviye olan
%?3’e yakindir. Bu da HOG yolaginin EST3’de PRF orani diizenlenmesini Ascl proteini
hedefleyerek gerceklestirmektedir. Aascl mutantina borik asit uygulandiginda ise EST3
PRF orani yine %4 olarak 6l¢iilmiis olup, %3 olan bazal seviye degerine yakindir, yani
borik asit stresi Aascl mutantinda EST3 PRF oranini aktive etmemistir. Bu da Gen2
yolaginin da Ascl proteinini hedefleyerek EST3’de PRF oranmi diizenlendigini
gostermektedir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. S. cerevisiae Aascl mutantinda, EST3 geni PRF oranina stres kosullarinin
etkisi

Ureme ortam kosullar Frameshift oranlar1 £ SD (%)
Normal ortam 3 £0.15

0.8 M NaCl 4+0.3

50 mM Borik asit 4 +0.2
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5. TARTISMA VE SONUC

Genomlarda ¢esitli amaglar1 yerine getirmek veya cesitli durumlarla basa ¢ikabilmek
icin (5’cap ya da poly A tail yoklugunda translasyonu gerceklestirebilmek igin gibi)
organizmalar geleneksel olmayan translasyon olaylari ile protein sentezleyebilirler
(Firth ve Brierley 2012). Programli Ribozomal Frameshift de bu geleneksel olmayan
olaylardan biri olup, organizmalara sinirli genom kapasitelerini daha iyi kullanma, ayni
mRNA iizerinden sentezlenen proteinler arasinda olmasi gereken kritik kimyasal orani

saglama ya da post-transkripsiyonel diizenleme gibi imkanlar verir (Dinman 2012).

Maya telomerazi alt birimlerinden olan Est3 proteinin anlatimi sirasinda da +1 PRF
olayindan yaralanilarak, 181 aa uzunlugunda bir polipeptid iretilerek islevsel EST3
proteini meydana getirilir. Eger EST3 mRNA’sindan PRF gergeklesmezse 93 aa
uzunlugunda islevi heniiz bilinmeyen bir kisa polipeptid olusturulur (Morris ve
Lundblad 1997). Telomerazin ¢alisabilir durumda olup, telomerde toplanarak
telomerleri uzatabilmesi i¢in islevsel bir Est3p varlig1 kesinlikle gereklidir (Hughes ve
ark. 2000). Hiicrede telomer uzunlugu ~500 adet gen tarafindan kontrol edilip, telomer
uzunlugunun korunmasi i¢in tiim bilesenlere sahip ve calisabilir durumdaki telomerazin
yani sira hiicrenin bazi stres kosullarina maruz kalmamasi da 6nem tagimaktadir (Harari
ve ark. 2017). Ornegin, asetik asit, etanol ve metanol gibi alkollere maruz kalan hiicrede
telomerler uzarken, kafeine maruz kalan hiicrede ise telomerler kisalmaktadir (Harari ve
ark. 2013). Stres faktorlerinin yani sira hiicresel a¢ligin da telomer uzunlugunda etkili

oldugu bilinmektedir (Ungar ve ark. 2011)

Hiicreler strese maruz kaldiklarinda, bu dis uyarana karsi cabuk ve adaptif bir cevap
olusturarak hayatta kalmaya calisirlar. Hiicreler g¢esitli stres uyaranlarina karsi bir¢ok
sinyal yolagma sahiptir, MAPK olarak adlandirilan bu sinyal aglarindan birisi de
SAPK’ lerdir (Lia De Nadal ve Posas 2009). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, SAPK’
lerin PRF diizenlenmesinde etkili olduklar1 gosterilmistir (Tiirkel ve ark. 2011, Tiirkel
2016). Bunun yaninda PRF olaymin gerceklesmesi hiicrenin i¢inde bulundugu biiyiime
kosullarina ve blilyiime fazina bagli olarak degisebilmektedir (Stahl ve ark. 2004, Tiirkel

56



2009). Bu ¢alismada, EST3 geninden kodlanan EST3 mRNA’sinda +1 PRF olayma Gen
kompleksi, HOG ve Snfl SAPK yolaklarinin etkisi ve Stmlp ile Ascl proteinlerinin

PRF olaymnin ger¢eklesmesindeki etkisi arastirilmistir.

Gen2 yolagimin EST3’de PRF’e etkisini arastirmak amaciyla Agen2 mutanti ve Gen2
yolagini aktive eden 3-AT ve Borik asit kullanilarak deneyler yapildi. Yaban tip
hiicrede borik asit muamelesi ile PRF oraninin ~2 kat azalmasi, Gen2 yolagimin PRF
diizenlenmesinde esansiyel bir yolak oldugunu gosterdi. Ayrica His mutanti olmayan
¥1278b susu 3-AT muamelesi ile yaratilan aa aglhigt Gen2 yolagini aktive ederek PRF
bazal seviye %14’den %21’e yiikselmesi de bu savi giiglendirdi. Daha 6nce amino asit
achigr kosullarinda Ty3 +1 PRF’in Gen2 protein kompleksi ile kontrol edildigi
gosterilmisti (Tiirkel 2016).

Burada Gcn2, EST3 PRF olaymi regule ederken, eEF1 kompleksini ve EF3 ile eEF2
translasyon elongation faktorlerini hedefliyor olabilir. Ciinkii eEF1A, eEF1Bay ile
kompleks olusturur ve eEF1A tarafindan aa-tRNA’lar ribozom A site’e tasinirken,
eEF1Bay tarafindan ise GTP hidrolizi sonrasi eEF1A’nin tekrar GTP yiiklenmesi
saglanir (Dinman ve Kinzy 1997, Dever ve ark. 2016). eEF1A near ve non-cognate
codon yerine cognate kodon kullanimi ayriminin yapilmasinda ve yanlis okunmanin
Onlenerek translasyonel dogrulugun saglanmasinda etkilidir. Ayrica eEF1A, eEF3, E-
siteden deaceylated-tRNA’larin salinimini kolaylastiran elongasyon faktorii, arasindaki
bozulan uyum near ve non-cognate codon aa-tRNA’larin se¢imine sebep olmaktadir
(Plant ve ark. 2007). eEF1A’y1 kodlayan TEF1 ve TEF2 genleriyle yapilan mutant
calismalar1 TEF2-2 ve TEF2-3 allelerinin ikisinin birlikte +1 PRF artisinda etkili
oldugunu gostermistir (Harger ve ark. 2002). Ayrica eEF1A’da meydana gelen
mutasyonlarin Ty3 +1 PRF ve Tyl +1 PRF {izerinde etkisi oldugu gosterilmis ve TEF2-
2’nin Tyl +1 PRF uyardigt ve TEF2’nin Ty3 +1 PRF’i uyardigi gosterilmistir
(Farabaugh ve Vimaladithan 1998, Dinman ve Kinzy 1997). Bunlara ek olarak, eEF2
fonksiyonunun Tyl +1 PRF ve dolayisiyla Tyl in retrotransposition aktivitesini énemli

seviyede etkiledigi gosterilmistir (Harger ve ark. 2001).
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eEF1A Gcen2 yolagint karmasik bir sekilde diizenleyerek, aa varliginda GAAC
yolaginin negatif diizenleyicisi gérevi gormektedir. eEF1A Gen2 ile direkt etkilesimde
olup, aa varliginda Gen2 aktivitesini inhibe eder ancak aa kithigi bas gosterdiginde Gen2
ve eEF1A etkilesimi bozularak, Gen2’nin aktif halde ve translasyonel diizenleme

gerceklestirir durumdadir (Visweswaraiah ve ark. 2011)

Gcen2, Genl ve Gen20 ile kompleks olusturarak translasyon yapan ribozomlara bagl
olarak bulunur (Kubota ve ark. 2001). Ancak Gen2 kinaz aktivitesi i¢in Genl’in varhigi
gerekli degildir ve Gen20 ise Gen2 fonksiyonu igin esansiyaldir (Visweswaraiah ve ark.
2011). Agenl ve Agen20 normal kosullarda EST3’de PRF orani dlgildiigiinde %8 ve
%7 olarak bulundu (Cizelge 4.2.), yaban tip hiicreye gore diisiik olan bu degerler, EST3
+1 PRF diizenlenmesi i¢in Genl ve Gen20 proteinleri varligmin gerekli oldugunu
gosterdi. Ancak her iki mutantinda bazal seviye degerinin EST3’de +1 PRF
diizenlenmesinde Gen2 mutantindan biiylik olmasit Gen2 aktivitesinin tam olarak Genl
ve Gen20’ye baght olmadigint ya da Gen2 yolagimin Genl ve Gen20’den bagimsiz

olarak kismen aktivite gosterdigine isaret edebilir.

Hoglp osmotik strese karsi hiicresel cevap olusturarak gen anlatimini transkripsiyonel
ve translasyonel seviyede etkiler (de Nadal ve Posas 2015). Hoglp’nin translasyonel
cevap olusturarak, protein sentezinin gegici olarak baskilanmasi, saglamasi i¢in Rck2
protein kinazi fosforlayarak aktif hale getirmesi gerekir (Teige ve ark. 2001). Bu
calismada Ahogl ile Arck2 mutantlar1 kullanilarak ve NaCl ile HOG yolagi aktive
edilerek EST3 geni +1 PRF’e olan etkisi incelenmistir. Yaban tip susta NaCl ile HOG
yolaginin uyarilmasiyla PRF oran1 ~2 kat (%13’den %23’e) artis gozlenmesi Hogl
yolaginin EST3’de +1 PRF diizenlenmesinde etkili oldugu gosterir. Ancak Ahogl
mutantlarina borik asit uygulandiginda bazal seviyenin ~2 kati kadar aktivasyon
gostermesi, Hog yolaginin borik asit ile uyarilan Gen2 yolagindan bagimsiz olarak
PRF’i aktive ettigini gosterir. Arck2 mutantlarinda ise yaban tip normal kosullarda
iretilen mayalardan 6lgiilen (%13) PRF oranindan ¢ok da farkli olmayan bazal seviye
degeri (%11) ise EST3 +1 PRF diizenlemesi i¢in gerekli olmadigini gosterdi. Yine
Ahogl mutantlariyla benzer olarak Gen2 yolagint uyaran borik asit muamelesinin PRF

oraninda 2 kattan fazla artisa sebep olmasim1 Gen2 yolaginin, EST3’de +1 PRF
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diizenlenmesinde Rck2 protein kinazi ile etkilesimde olmadigint gosterir. Ancak Arck2
mutantinda Hogl yolagini aktive eden, NaCl uygulamasi sonucu bazal seviyenin 2 kati
PRF olgiilmesi Hogl yolaginin Rck2 protein kinazdan bagimsiz olarak PRF’i
etkiledigini gosterir. (Cizelge 4.4.)

Daha once glukoz sinyalindeki bozukluklarin Ty2’de PRF oraninda azalisa sebep
oldugu ve Snfl yolaginin Stm1 proteinini hedefleyerek, glukoz kaynagina bagl olarak
Ty3 +1 PRF etkinligini kontrol ettigi gosterilmistir. (Tiirkel ve ark. 2009, Tiirkel ve ark.
2011) Bu ¢alismada da yaban tip hiicreler normal ortam yerine karbon kaynaginca fakir
Gly/Lact besi ortaminda iretildiklerinde 5 kattan fazla diisiis belirlendi ve Asnfl
mutantlar1 bazal seviye oraninin yaban tip bazal seviye oranindan diisiik olmasi Snfl
yolaginin EST3’de +1 PRF diizenlenmesi i¢in gerekli oldugunu gosterir. Snfl
mutantlarina Gen2 yolagini uyaran borik asit uygulandiginda PRF oraninin ~3 kat artisi
ve Hog yolagi aktivasyonunu saglayan NaCl muamelesi sonucu PRF oraninin 2 kattan
fazla artisi, Snfl yolaginin Hog ve Gen yolaklarindan bagimsiz olarak EST3 PRF
oranini diizenledigini gosterir. Buna ek olarak, HOG ve SNF yolaklari da Gen yolagi
gibi EST’de +1 PRF diizenlenmesinde trasnlasyon elongasyon faktorlerini hedefliyor

olabilir.

Daha 6nce Snfl ve Gen2 yolaklart arasinda cross-talk oldugu ve Snfl protein kinazin
Histidin agligt durumunda Gen2 kinaz aktivitesini uyararak, genel protein sentezinin
azalmasina ve gen anlatiminin yeniden programlanmasina katki sagladigi gosterilmistir
(Cherkasova ve ark. 2010). Bunun yaninda, Snfl ve Hogl yolaklar1 arasindaki cross-
talk daha Once yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. ER (Endoplazmik Retikulum) stres
cevabinda Snfl’in Hogl aracili stres cevabi olusumunu negatif yonde diizenledigi ve
oksidadif stres kosullarindaysa 1ki yolak arasindaki 1§ birliginin DOG2 (2
deoxyglucose-6-phosphate phosphatase kodlayan gen) geni anlatimini transkripsiyonel
seviyede diizenledigi gosterilmistir (Mizuno ve ark. 2015, Tsujimoto ve ark. 2000).
Yapilan bu ¢alismada ise Snfl yolaginin Hogl ve Gen2 yolaklarindan bagimsiz olarak,
NaCl ve Borik asit stresi kosullarinda EST3 +1 PRF oranini diizenledigi gosterilmesine
ragmen bu yolaklar arasinda farkli stres kosullarinda farkli downstream hedeflerinin

varliginda pozitif veya negatif yonde etkilesim olabilir ve farkli kosullar i¢in EST3 +1
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PRF diizenlenmesinde birlikte hareket edebilirler. Ornegin Snfl yolag1 sadece glukoz
acligl kosullarinda degil ayn1 zamanda yiiksek tuzluluk, alkali pH ve amino asit aglig
kosullarinda da uyarilabilir (McCartney ve Schmidt 2001, Casamayor ve ark. 2012,
Cherkasova ve ark. 2010).

Stm1 ve Ascl proteinlerinin Snfl ve PKA yolaginca hedeflenerek Ty3 +1 PRF iizerinde
etkili oldugu daha 6nce gosterilmistir. Stm1 ribozom 40S domaine bagli ve mRNA
tiineli boyunca P site’e kadar uzanarak mRNA ile tRNA’ larin P ve A site’e
baglanmasinda rol oynayarak, stres kosullarinda translasyonu baskilayabilen bir
proteindir (Ben-Shem ve ark. 2011) Stmlp EST3 +1 PRF diizenlenmesinde kismende
olsa etkilidir ve EST3 +1 PRF diizenlenmesinde Hogl yolagi Stml proteini araciligiyla
translasyona etki ederken, daha once Stmlp ve Gen2 arasinda etkilesim var oldugu
raporlanmasina ragmen (Krogan ve ark. 2006), EST3 +1 PRF diizenlenmesinde Stm1p
Gen2 yolagmin hedefi degildir. Ayrica bu ¢alisma kapsaminda arastirilmasa da daha
once Stmlp ve Snfl arasinda etkilesim oldugu gdsterilmistir ve bu etkilesim EST3 +1

PRF diizenlenmesinde de rol oynuyor olabilir (Ptacek ve ark. 2005).

Ascl proteini ribozom 40S alt biriminin bas kisminda bulunan, scaffold bir protein olup
aktif translasyon sirasinda Stmlp ile birlikte konumlanir (Opitz ve ark. 2017). Asclp
vasitastyla genis bir fosforilasyon ag1 yonetilmekte olup, bu agin hedefindeki proteinler
mRNA translasyonu, protein transportu ve turnover, hiicre duvari biitiinliigii, karbon
kaynagi1 kullanimi, transkripsiyonel diizenleme ve hiicre siklusu diizenlenmesine kadar
uzanan genis bir yelpazede etkili olmaktadir. Ayrica Ascl proteinin Hogl yolag:
upstreaminde bulunan MAPK ile fiziksel etkilesime sahip oldugu gosterilmistir
(Schmitt ve ark. 2017). Bunlara ek olarak Asclp’nin sinyal yolaklarinin hedefindeki bir
protein olup, sinyal iletim yolaklarinin Ascl ile olan fiziksel etkilesimiyle direkt olarak
ribozomu kontrol ettigi diistiniilmektedir (Breitkreutz ve ark. 2010, Zeller ve ark. 2007).
Ayrica Asclp’ini Gendp transkripsiyonel aktivasyonunu negatif yonde etkileyerek,
Gcen2 yolagmin arkasinda veya yaninda iglev goriiyor olabilir (Hoffmann ve ark. 1999)
Bunun yaninda Asclp’nin translasyonel baslama faktorlerini etkiledigi (elF2 ve elF4A)
ve Gen2p ile arasinda gegici bir etkilesim olabilecegi rapor edilmistir (\Valerius ve ark.
2007). Yapilan bu ¢alismada ise EST3’de +1 PRF’e Asclp etkisi incelendiginde, Asclp
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varligimin EST3’de +1 PRF olay: i¢in zorunlu oldugu ve hem Gcen2 hem de Hogl
yolaklarinin Asclp’ini ile birlikte ya da Ascl proteinini hedefleyerek PRF’i etkiledigi

bulunmustur.

Gergeklestirilen bu ¢aligsma ile PRF diizenlemesi ile ilgili var olan bilgi birikimine katki
saglanarak, incelenen SAPK’ler insan dahil diger memelilerde de korunmus
oldugundan, diger canlilardaki PRF diizenlenme mekanizmalarinin aydinlatilmasinda da

etkili olabilir.

Est3 proteini varligi telomeraz aktivitesi dolayisiyla telomer uzunlugunun korunmasi
icin zorunlu oldugundan, fonksiyonel Est3p olusmasi i¢in zorunlu olan +1 PRF’i
etkileyen stres kosullar1 ve yolaklarin calisilmasi ile kanser ve yaslanma calismalar1 ve
bu caligmalara ¢6ziim saglayacak biyomedikal iiriinlerin gelistirilmesinde etkili olacak

veriler elde edilmistir.
Bundan sonrasinda ise bu ¢aligmada incelenen SAPK yolaklarinin PRF olayimi

gerceklestiren translasyon makinesi tizerindeki aktive veya deaktive edilen olasi

hedefleri aydinlatilarak net bir mekanizma ortaya konulabilir.
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EKLER

EK 1: Deneylerde kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1) YPD (Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz)

YPD besiyeri zengin besiyeri olup S. cerevisiae igin lireme ortami olarak kullanilir. YP
besiyeri igerigi 10 gram Yeast Ekstrakt ile 20 gram Peptondan olusup, toplam hacim
distile su ile 1 litreye tamamlanarak, 121 C’de 25 dk otoklavda steril edilerek hazirlandi.
YPD petrilerini hazirlamak i¢in ise hazirlanan YP siv1 besiyerine 20 g/It olacak sekilde
agar agar eklenerek 121 C’de, 25 dk otoklavlanarak kullanildi. Normal biiyiime
kosullarinda, karbon kaynagi olarak glukoz kullanildi ve %20’lik stok ¢ozelti halinde
hazirlanip 121 C’de 25 dk otoklavda steril edildi, son konsantrasyonu %2 olacak sekilde

ilave edildi.

2)Sc-URA (Sentetik tam- urasil iireme ortami)

Elde edilen S. cerevisae transformantlarinin se¢imine imkan veren segici biiylime
ortamidir. Igeriinde; 1.7 gram/litre Yeast Nitrogen Base (YNB), 5 gram/litre
Amonyum siilfat ve 1.92 gram/litre urasil igermeyen amino asit karisimi (SC-Ura)
(Sigma Y-1501) bulunmaktadir. 1.7 gram YNB ve 5 g/It Amonyum siilfat distile suda
coziilerek hacmi 1 1t’ye tamamlanarak otoklavda steril edildi. Deneylerde kullanimindan
once disk filtre (por gap1 0.45 um) sterilizasyonuyla steril edilen Sc-URA 1.92 g/lt
olacak sekilde ilave edildi. Kat1 besiyerleri igerigine ise konsantrasyonu 20g/It olacak
sekilde agar agar eklenerek, 121 C’de, 25 dk otoklavlanarak kullanildi. Hazirlanan Sc-
URA besiyerine %?20°’1lik steril glukoz stok c¢ozeltisinden, deneylerde agiklanan

konstrasyonlarda ve kullanimdan hemen 6nce eklendi.

3) Lityum Asetat Cozeltileri (1M ve 0.1M)

EST3 FS ve FF plazmitlerinin yaban tip ve mutant S. cerevisiae hiicrelerine
transformasyonu deneyinde kullanilan ¢ozeltilerdir. Lityum asetat (Ma: 102.2) son
konstrasyonu 1M olacak sekilde 50 ml stok ¢6zelti halinde hazirlanarak, filtre (0.45 um

por caph) ile sterilazyonu saglandiktan sonra, oda sicakliginda muhafaza edildi.0.1 M
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Lityum asetat ¢ozeltisi trasnformasyon deneylerinin hemen oncesinde stok ¢ozeltiden

seyreltilerek, taze olarak kullanildi.

4) Polietilen Glikol (%650 PEG)

3,350 molekiil agirligindaki polietilen glikol distile suda %50°lik stok ¢ozelti halinde
hazirlanarak, 121 C’de 25 dk otoklavda steril edildi, transformasyon deneylerinde
kullanilda.

5) Lizis Tampon Cozeltisi (Break Buffer)

S. cerevisiae trasnformantlarinin siispanse edilmesi ve lizat elde etmek amaciyla
kullanildi. Steril distile su ile son konsantrasyonlar1 asagidaki listede verildigi gibi
olacak sekilde hazirlanan ¢ozelti, +4 C’de muhafaza edildi.

Icerigi:

100 mM Tris.HCI (pH: 8)

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

%20 Gliserol

4 mM Phenylmethanesulfonyl Fluoride (PMSF)

6) SDS (%0.1) ve Kloroform Cozeltileri

S. cerevisiae transformantlarinin permabilize edilerek hiicre lizatlarinin elde
edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerdir. Kloroform ¢ozeltisi seyreltme olmaksizin direkt
olarak stoktan kullanilirken, SDS ¢ozeltisi steril distile suda %0.1°lik stok ¢6zelti olarak

hazirlandi.

7) B-Galaktozidaz tampon cozeltisi (Z Buffer)

S. cerevisiae transformantlarinin - galaktozidaz enzim aktivitesi deneylerinde tampon
¢Ozelti olarak kullanilan ¢ozeltinin bilesimi;

60 mM Na,HPQO,4.7H-0,

40 mM NaH,PO,4.H,0,

10 mM KCl,

1 mM MgS0,.7H0

50 mM B-Merkepto-etanol ¢ozeltisi
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Listede belirtilen son konsantrasyonlarda ve steril distile su ile hazirlanarak +4 C’de
muhafaza edildi.

8) Lowry Cozeltileri

S. cerevisiae hiicrelerindeki toplam protein miktarinin belirlenmesinde kullanilan
¢oOzeltilerdir.

I: Lowry A ¢ozeltisi: 20g Na,COj3 ve 4g NaOH distile suda ¢6ziilerek son hacmi 1 It’ye
tamamlandi ve oda sicakliginda muhataza edildi.

I1: Lowry-B1 ¢ozeltisi: 1 gram CuSO, distile suda ¢oziilerek son hacmi 100 ml’ye
tamamlandi ve +4 °C’de muhafaza edildi.

I1I: Lowry-B2 ¢ozeltisi: 2 gram Sodyum potasyum tartarat distile suda ¢oziilerek son
hacmi 100 ml’ye tamamland: ve +4 C’de muhafaza edildi.

IV: Lowry-C c¢ozeltisi: Listede belirtilen miktarlarda, her deney igin taze ve hemen
oncesinde hazirlanan Lowry C ¢ozeltisi Lowry A, Bl ve B2 ¢ozeltilerinden
olusmaktadir.

Bilesimi;

24.5 ml Lowry A

250 ul Lowry Bl

250 ul Lowry B2

9) ONPG (O-Nitrofenil p-D-Galaktopiranozid)

Son konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde, Z-tampon ¢6zeltisinde hazirlanan ONPG
(Sigma N1127) +4 C’de muhafaza edildi.
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EK 2: B- Galaktozidaz aktivitesi hesaplanmasi

Aktivite: (ODgzo X 1.7/0.0045)/(txVxP)

ODyz0: Sar1 rengin absorbansi

1.7: Sar1 rengin bulundugu tiipiin hacmi (980ul Z buffer, 20ul lizat, 200ul ONPG, 500
ul NaCOs3)

0.0045: ONPG’nin molar absorbsiyon katsayisi

t: B-galaktozidaz reaksiyon siiresi (dakika)

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

P: Hiicre lizatlarinin protein konsantrasyonlari (mg/ml)

Verilen degerlere uygun olarak S. cerevisiae trasnformantlarindan rapértor gen olan
lacZ geni iriinii B-galaktozidaz enzimi aktivitesi hesaplanmasinda kullanilan formiiliin
birimi nmol ONPG/dk/ mg protein olup, dakikada 1 mg protein tarafindan hidroliz

edilen nmol ONPG miktarini temsil etmektedir.
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EK 3: Arastirmada Kullanilan Stres Ajanlarinin Hazirlanmasi

1) NaCl
Ozmotik stres olusturmak amaciyla, stok konsantrasyonu 4 M olacak sekilde distile
su’da ¢oziilerek hazirlandi, otoklavda steril edildi ve son konsantrasyonu 0.8 M olacak

sekilde s1v1 kiiltiirlere ilave edildi.

2) Borik Asit
Boron stresi olusturmak amaciyla, stok konsantrasyonu 500 mM olacak sekilde distile
su’da ¢oziilerek hazirlandi, 0.45 mikron por ¢apli membran filtreden steril edildi ve son

konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde sivi kiiltiirlere ilave edildi.

3) 3-Amino —triazole (3-AT)
Amino asit agligr olusturmak amaciyla, stok konsantrasyonu 500 mM olacak sekilde
distile su’da ¢oziilerek hazirlandi, 0.45 mikron por ¢apli membran filtreden steril edildi

ve son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde siv1 kiiltiirlere ilave edildi.

4) Gliserol ve Laktat
Karbon aglig1 olusturmak amaciyla, nonfermentable karbon kaynagi Gliserol ve Laktat
%?20’1ik stok ¢ozeltiden son konsantrasyonu %?2 olacak sekilde filtre sterilizasyonu ile

s1vi kulturlere ilave edildi
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