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Yiiksek Lisans Tezi

SACCHAROMYCES CEREVISIAE’DA ASIT STRESININ SUC2 GEN
EKSPRESYONUNA ETKILERININ GENETIK VE BIYOKIMYASAL ANALIZI

Aylin KAHRAMAN

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1

Damsman: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Invertaz enzimi Saccharomyces cerevisiae nin melas ortaminda iiretimi icin gerekli bir
enzim olup SUC2 geninden kodlanmaktadir. Periplasmik bir enzim olan invertazin
ekspresyonu glukoz baskilamasi ile transkripsiyon seviyesinde kontrol edilmektedir.
Zayif organik asitler olan asetik asit, sitrik asit, siiksinik asit, sorbik asit ve benzoik asit
gibi asitler mikroorganizmalarin iireme ortamlarinda dogal olarak bulunabilecegi gibi
bazen de gida katki maddeleri olarak kullanilmaktadirlar. Bu asitlerin tireme ortaminda
bulunmasi asit stresi olarak tanimlanan metabolik yaniti olusturmaktadir. S.
cerevisiae’da bu metabolik yanitta Msn2p, Haalp, Warlp, Hotlp gibi transkripsiyon
faktorlerinin yer aldigi bilinmektedir. Bu arastirmada sitrik asit, sorbik asit ve benzoik
asit gibi asitlerin SUC2 geni ekspresyonuna ve invertaz aktivitesine etkileri bu
transkripsiyon faktorlerinin delesyonlu suslar1 ve ayrica stres yanitinda yer alan protein
kinazlar olan Hoglp, Snflp’nin delesyonlu suslari kullanilarak incelenmistir. Elde
edilen arastirma sonuglar1 sorbik asit ve benzoik asitin invertaz aktivitesine ciddi
derecede etki etmedigini gostermektedir. Bununla birlikte, sitrik asitin ise
konsantrasyona ve pH’a bagli olarak invertaz aktivitesini en az 10 kat azalttig
bulunmustur. Sasirtici bir sekilde arastirmada elde edilen sonuglar SUC2 geninden
transkripsiyon yapilabilmesi i¢in Hoglp’nin gerekli oldugunu gostermektedir. Bu
sonuglara ek olarak, arastirmada elde edilen sonuclar sitrik asitin S. cerevisiae’da
invertaz enziminin periplasmik alana sekresyonunu engellemis olabilecegini de 6ne
stirmektedir.

Anahtar Kelimeler: S. cerevisiae, Invertaz aktivitesi, Organik asit stresi, SUC2 Geni,
Sitrik asit, Hoglp, Transkripsiyon.
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ABSTRACT
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GENETIC AND BIOCHEMICAL ANALYSIS OF THE EFFECTS WEAK ORGANIC
ACID STRESS ON THE SUC2 GENE EXPRESSION AND INVERTASE ACTIVITY
IN SACCHAROMYCES CEREVISIAE
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Uludag University
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Supervisor: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Invertase enzyme, which is encoded by SUC2 gene, is required for the growth of
Saccharomyces cerevisiae in molases. Invertase is a periplasmic enzyme and its
expression is regulated by glucose repression at transcription level. Weak organic acids,
such as acetic acid, citric acid, succinic acid, sorbic acid, and benzoic acid, can be found
in the growth medium as natural components. These organic acid is also used as food
additives. Presence of these acids in the growth medium triggers metabolic signal
known as acid stress. It is known that the transcriptional regulators Msn2p, Haalp,
Warlp, Hotlp involves in the acid stress response pathway in S. cerevisiae. In this
research, the effects of organic acids on the SUC2 gene expression and invertase activity
were investigated by using wild type and deletion mutants that lacks one of the
transcriptional regulators Msn2p, Haalp, Warlp, Hotlp and also protein kinases
Hoglp, Snflp involves in the stress response. Results of this study revealed that sorbic
acid and benzoic acid has no significant effects on the invertase expression. On the
other hand, it was clearly shown that the citric acid decreased invertase activity at least
10-fold in concentration and pH dependent manner. Unexpectedly, results of this
research indicated that Hoglp is essential for the SUC2 gene transcription. Moreover,
our results suggests that citric acid stress might interferes with the secretion of invertase
to periplasmic space in S. cerevisiae.

Keywords: S. cerevisiae, Invertase activity, Organic acid stress, SUC2 gene, Citric acid,
Hoglp, Transcription.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama

%: Yiizde

°C: Santigrat derece

pum: Mikron

0: Gravity (santrifuj birimi)

o Alfa

B: Beta

A: Delta, delesyon

ug: Mikrogram

ul: Mikrolitre

Kisaltmalar Aciklama

ATP: Adenosin tri fosfat

CAMP: Halkasal Adenosin Mono Fosfat
CLN: Cyclin, hiicre dongii proteinleri
DNA: Deoksiriboniikleik asit

DR: Glukoz baskisi altinda olmayan, (Derepressed)
GAL: "Galactose metabolism"

HXK: Hekzokinaz

LacZ: [ —galactozidaz geni

Leu: Losin

M: Molar

MAT: Mating type, S. cerevisiae’da eslesme tipi
Met: Metionin

mg: Miligram

MIG: Multicopy inhibitor of GAL gene expression
ml: Mililitre

mM: Milimolar

MRNA: Mesajci riboniikleik asit

N: Normalite

NAD: Nikotin amid di-niikleotid

OD: Optical Density, optik yogunluk
ORFs: Acik okuma bolgeleri

PEG: Polyetilen glikol

pH: Hidrojen iyonu konsantrasyonu
PKA: Protein Kinaz A

R: Glukoz baskilamasi (Repressed)
RNA: Riboniikleik asit

S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae

SC- Ura: Urasil igermeyen sentetik tam {ireme ortami1
SGD: Saccharomyces Genome Database
SDS: Sodyum dodesil siilfat

SNF: Sucrose non-fermenting



SUC:

TE:

UDP:
URA:
YNB:
YPD:

Sucrose

Tris-EDTA

Uridin di fosfat

Uracil

Yeast Nitrogen Base

Yeast extract pepton dextrose
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1. GIRIS

Invertaz enzimi S.cerevisiae’da SUC2 geni tarafindan kodlanir. Invertaz enzimi sukroz
ve rafinozun hidrolizi igin gerekli bir enzimdir. S.cerevisiae’da invertaz iki farkli
formda bulunur. Bu formlardan biri glikozillenip hiicre disina salgilanarak periplazmik
alanda depolanirken, diger form ise glikozillenmeyen, salgilanamayan ve hiicre
igerisinde bulunan formdur. Periplazmik alanda depolanan invertaz aktif form olup

sentezi glukoz baskilamasi ile kontrol edilir.

Zayif organik asitler olan asetik asit, sitrik asit, siiksinik asit, benzoik asit ve sorbik asit
gibi asitler mikroorganizmalarin {ireme ortamlarinda dogal olarak bulunabildigi gibi
bazen iireme ortamlarina veya mikrobiyal iirlinlere gida katki maddesi olarak ilave
edilmektedirler. Bu asitler S. cerevisiae’da asit stresi olarak tanimlanan metabolik yaniti
olusturmaktadir. Ozellikle asetik asitin belirli konsantrasyonun iizerinde bulunmasinmn
S. cerevisiae’da mitokondriyal bozunmaya ve apoptoza neden oldugu bilinmektedir. Bu
zayif organik asitlerin SUC2 geni ekspresyonuna ve invertaz aktivitesine etkileri ise

heniiz molekiiler seviyede incelenmemistir.

Glukoz sinyaline ek olarak SUC2 geni ekspresyonunun iireme ortaminda meydana
gelen asidifikasyondan nasil etkilendigi bilinmemektedir. Bu tez arastirmasinin amaci
SUC2 geni ekspresyonunun ve invertaz biyosentezinin  iireme  ortami
asidifikasyonundan nasil etkilendigini ve bu etkinin de S.cerevisiae’da hangi sinyal
iletim yolaklar1 ve genler tarafindan nasil kontrol edildigini genetik ve biyokimyasal
yontemler ile belirlemektir. Arastirmada hem vyaban tip hem de asit stres
metabolizmasinda transkripsiyon faktorii olarak yer alan Hotlp, Msn2p, Haalp, Warlp
mutant suslar1 ve ayrica stres yanitinda yer alan protein kinazlar olan Hoglp, Snflp
mutant suslar1 kullanilarak sitrik asit (E330), benzoik asit (E211) ve sorbik asitin (E202)

S. cerevisiae’da invertaz aktivitesine ve SUC2 geni transkripsiyonuna etkileri incelendi.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Saccharomyces cerevisiae’nin Genom Yapisi ve Onemi

S. cerevisiae mantarlar aleminde yer alan tomurcuklanan tek hiicreli 6karyot bir maya
turtdiir (Cizelge 2.1). S. cerevisiae 24 Nisan 1996’da genomu tam olarak sekanslanan
ilk Okaryottur (Goffeau ve ark. 1996). Sekanslama Avrupa, Kuzey Amerika ve
Japonya’da 600 den fazla bilim adami tarafindan 100 laboratuvarda yapilmistir. SGD
(Saccharomyces Genome Database) bu c¢alismanin iizerine insa edilmis bir veri
bankasidir ve i¢inde maya genlerinin cesitli Ozellikleri gayet ayrintili bir sekilde
kaydedilmistir (Cherry ve ark. 2012). SGD okaryotik hiicre genetigi ve fizyolojisinin
yapist ve organizasyonu hakkinda temel bilgilerin gelistirilmesinde ¢ok 6nemli bir
konuma sahiptir. Dizilenen genom ve hizla gelisen molekiiler biyoloji yontemleri ile
birlikte uluslararasi arastirma ortakliklarinin ve maya delesyon projesi gibi biiyiik ¢aph
projelerin Oniinii agarak maya biyolojisi alaninda biiylik gelismeler goriilmiistiir

(Winzeler ve ark. 1999).

Cizelge 2.1: S.cerevisiae mayasinin taksonomik siniflandirmasi

OKARYOTLAR
Alem Fungi
Sube Ascomycota
Takim Saccharomycetes
Sinif Saccharomycetales
Aile Saccharomycetaceae
Cins Saccharomyces
Tiir Saccharomyces cerevisiae




S. cerevisiae biiyiikliikleri 200 ile 2.200 kb arasinda degisen 16 kromozoma sahip olup
genomu yaklagik 13.392 kb biyiikligindedir (Madigan ve Mertingo 2010). S.
cerevisiae niiklear DNA, sitoplazmada bulunan mitokondrial DNA, viral DNA ve
dairesel plazmit DNA olmak tlizere dort farkli ve birbirinden bagimsiz genetik elemente

sahiptir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2: S. cerevisiae’nin genom yapisi ve genom bilesenleri (Olson 1991)

Genom Biiyiikliigii 12.5 Mb + rDNA (rDNA genellikle 1-2 Mb,
olduke¢a degisken)

Tek Kopya DNA 12.0 Mb

Genetik harita uzunlugu >4300 Cm

Kromozom sayisi 16

Organel DNA Mitokondriyal DNA, 75 kb

Ekstrakromozomal elementler ~ 2- mikron plazmiti DNAsi,
Cift zincirli RNA viriisleri

S. cerevisiae’nin XII. kromozomu en biyik kromozomdur. XII. kromozomun
biyiikliigii 100-200 kopya arasinda degisen rDNA tekrarlar1 nedeni ile 2060-3060 kb
arasinda degismektedir (Cizelge 2.3).



Cizelge 2.3: S. cerevisiae’nin kromozom uzunluklari (Olson 1991)

Kromozom No* Kromozom uzunlugu (Kbg)
I 240
Vi 280
1 350
IX 440
\ 590
VI 590
Xl 680
X 755
XV 810
1 840
X1 950
XVI 980
Vi 1,120
XV 1,130
v 1,640
X1l 1,095 + rDNA
Toplam 12,490 + rDNA

*Siralama kromozom uzunluklarina gore yapilmistir. rDNA kopya sayilar1 S. cerevisiae
susuna gore degiskenlik gosterebilmektedir.



Ribozomal DNA kromozom XII’de tekrarli diziler olarak bulunur. S. cerevisiae’da 80
tanesi intron iceren 262 tRNA geni vardir. S. cerevisiae'nin farkli suslarinda
kromozomlar cesitli sayida ve pozisyonda retrotranspozon (Ty elementi) igerirler.

Genomun yaklasik %70’1 ORFs dir. Genomun her 2kb’inda ORFs bulunur (Sekil 2.1).

Saccharomyces cerevisine Genomunun Fonfsivonel Simiflandirilmas:
W Hucre kurtar ma
0,
2 /[’) m Metabolizma
= Enerji
B Hiicre bilylmesi, hilcre bolinmesive
DMNA sentezi
® Transkripsiyon
B Protein sentezi
¥ Proten tasinmast
® Transport kolaylastirma

Hicre gitasima

B Hicresel organizasyon ve biyogenez

Snyal iletimi

Sekil 2.1: S. cerevisiae genomunun fonksiyonel siniflandirilmasi (Mewes ve ark. 1997)

S. cerevisiae biyolojide en ¢ok ¢alisilan model organizmalardan biridir. Bu konuma
endiistrideki yaygin kullanimindan dolay1 ulagsmistir. Maya arastirmalarinda elde edilen
veriler islemsel biyolojide gelismelere yol a¢mis Okaryot hiicrelerinin ¢alisma
mekanizmasinin anlagilmasinda kapsamli modellerin olusturulmasini saglayan sistemsel
yaklasimlara olanak sunmustur (Duina ve ark. 2014). Insan biyolojisinde énemli olan
pek c¢ok protein Once mayada bulunan karsiliklarinin arastirilmas: sonucunda
kesfedilmistir. Bunlarin arasinda hiicre dongiisii proteinleri, sinyalleme proteinleri ve

protein isleme proteinleri yer alir.



S. cerevisiae diinyanin ilk sentetik 0karyot hiicresinin olusturulmasi i¢in secilmis ve
sentetik maya projesi sentetik bir S. cerevisiae maya susu olusturmak i¢in kurulmustur
(Dymond ve ark. 2011).

S. cerevisiae basta gida olmak iizere, endiistriyel alanda farkli amaclar igin yaygin
olarak kullanilmaktadir. Yaygmn olarak kullanilmasinin nedeni patojenik ozellik
tasimamast ve GRAS (Genellikle Giivenli Olarak Degerlendirilir) kategorisinde yer
almasidir. Ayrica S. cerevisiae’nin pH degisimlerini tolere edebilmesi ve 40 °C’ ye
kadar sicaklikta iiremesi, bu mayay1 endiistri i¢in cazip kilmaktadir (Rudolf ve ark.
2009).

S. cerevisiae ilag endiistrisinde yeni ilaglarin kesfinde de hem tiretim hem de arastirma
amach kullanilmaktadir. Biyofarmasoétikler olarak bilinen peptid yapili bilesikler,
enzim, hormon veya as1 amagli antijenik bilesikler S. cerevisiae’da iiretilmektedir
(Mattanovich ve ark. 2012). Rekombinant protein iiretiminde énemli bir organizmadir
(Porro ve ark. 2011). S. cerevisiae enerji sektoriinde fosil kaynaklara alternatif olarak
biyoyakit tiretiminde kullanilmaktadir. Cevre endiistrisinde biyoremediasyon islemi i¢in
yine S. cerevisiae’dan yararlanilmaktadir. Son yillarda bagka bir uygulama alan1 ise S.
cerevisiae’da yeni metabolik yolak olusturup nadir bulunan 6nemli ikincil
metabolitlerin tiretilmesidir. Taksol onciil maddesi olan taksadien, vanilya ve resveratrol
S. cerevisiae’da tiretilebilen bitkisel kaynakl ikincil metabolitlerden sadece bazilaridir
(Wang ve ark. 2011, Engels ve ark. 2008).

2.2. SUC2 Geni ve invertazin Ozellikleri

S. cerevisiae endiistride yaygin kullanim alanina sahiptir. Endiistriyel amaglar igin
kullanimda S. cerevisiae melas ortaminda ftretilmektedir. S. cerevisiae’nin melas

ortaminda lireyebilmesi i¢in yiiksek invertaz aktivitesine sahip olmas1 gerekmektedir.



Invertaz enzimi 60 yildir aktif olarak gida sektdriinde Ozellikle sekerleme ve tath
endistrisinde kristal sekerin inversiyonu ve bitmis {iriinlerin raf omriinii uzatmak
amaciyla invert seker elde etmede kullanilmaktadir. invertaz enzimi sukrozu hidrolize
ederek invert seker meydana getirir ve invert seker ile ic¢i sivi olan sekerler ve
cikolatalar iiretilmektedir. invertaz enzimi ile iiriinlerin icerisindeki su aktivitesi yiiksek
seker konsantrasyonu ile disiiriilmekte, mikroorganizmalarin daha zor yasayabilecegi
ortamlar olusturulmakta bdylece iirlinlerin raf dmrii uzatilmaktadir. Ayrica invertaz
enzimi analitik alanda sukroz konsantrasyonunun tayini amagl biyosensorlerde

kullanilmaktadir.

Endiistriyel bir enzim olan invertaz SUC2 geni tarafindan kodlanmaktadir. invertaz -D
fruktofuranoside-fructohydrolase enzimidir (E.C.3.2.1.26). Invertaz enzimi glukoz ve

fruktoz monosakkaritlerinden olusan ekstraseliiler sukrozu hidrolize eder.

SUC gen ailesinde SUC1, SUC2, SUC3, SUC4, SUC5 ve SUC7 genleri bulunur. SUC
genlerinin her biri farkli kromozomlarin telomerlerine yakin bolgelerde bulunur
(Carlson ve ark. 1985). SUC1 kromozom 7, SUC2 kromozom 9, SUC3 kromozom 2,
SUC4 kromozom 13, SUC5 kromozom 4’in telomerik bélgelerinde bulunur. S.
cerevisiae suslarina bakildiginda SUC genlerinden sadece birinin aktif olarak bulundugu
goriilmistiir. Cogunlukla da bu genlerden SUC2 geni aktif olarak bulunurken diger SUC
genlerinden Onemli seviyede transkripsiyon yapilmamaktadir (Sarokin ve Carlson
1985). SUC2 geni kromozom 9 da bulunur ve 1599 bp uzunluguna sahiptir. Bu genin
sistematik kodu YIL162W olarak belirlenmistir.
(www.yeastgenome.org/locus/S000001424/overview, 2016).

Yapilan ¢alismalarda invertaz enziminin sitoplazmik formu ve hiicre disina salgilanan
iki formu belirlenmis ve SUC2 geninin invertazin her iki formu i¢in de yapisal gen
oldugu gosterilmistir (Carlson ve Botstein 1982). SUC2 geninden 5' uglart farklilik
gosteren iki farkli mRNA’dan iki farkli formda invertaz kodlanir. 1.9 kb’lik mRNA’dan
sinyal peptidi iceren ve hiicre disina salgilanan invertaz enzimi salgilanir. Bu invertaz

enzimi glikozillenebilir ve sukrozun ekstraseliiler hidrolizinde gorev alir. Bu mRNA nin



tiretimi glikoz baskilamasi ile kontrol edilir. 1,8 kb’lik mRNA’nin ise 5' ucunda sinyal
peptidi bulunmaz ve bu mRNA’dan glikozillenmeyen sitoplazmik formda invertaz
enzimi kodlanir (Carlson ve ark. 1983). Bu sitoplazmik form diisiik seviyede hem
glukozlu hemde glukozsuz ortamlarda siirekli olarak iiretilir. Sitoplazmik invertaz
tireme ortaminin glukoz konsantrasyonundan bagimsiz olarak az miktarda sentez edilir
(Carlson ve Botstein 1982). Sitoplazmik invertazin islevi tam olarak bilinmemektedir.
Hiicre disina salgilanan invertaz ile sitoplazmik invertazin kodlama bolgeleri farkli
yerlerden baslar ancak ayn1 okuma ¢ergevesini paylasirlar (Taussig ve Carlson 1983).
Salgilanan invertaz +1 pozisyonundaki ATG kodonundan baslar ve 1596. konumda
bulunan stop kodonu ile sonlanir. Sitoplazmik invertaz ise +61 pozisyonundaki ATG

kodonu ile baslar ve yine 1596. konumda bulunan stop kodonu ile sonlanir.

2.3. SUC2 Geninin Transkripsiyonel Kontrolii

S. cerevisiae ve diger bir¢ok maya tiirii gesitli karbon kaynaklarini kullanabilmektedir.
Ancak ortamda glukoz ve fruktoz bulundugunda oncelikle bu karbon kaynaklarinm
kullanmay1 tercih eder ve diger karbon kaynaklarmin kullanimi ile ilgili enzim ve
protein kodlayan genlerin transkripsiyonunu durdururlar. Bu olaya glukoz baskilamasi
(Glucose repression) veya karbon katabolit represyonu (carbon catabolite repression)
ad1 verilir (Gancedo 1998). Bu olayda ayrica glikoneogenez, glioksilat ve krebs
dongiisii, solunum ve peroksizomal fonksiyonlara ait enzimleri kodlayan genler de

baskilanir.

Ureme ortaminda glukoz tiiketildiginde veya glukozlu ortamda iireyen S.cerevisiae
hiicreleri galaktoz, etanol, gliserol gibi farkli karbon kaynagi igeren bir ortama
alindiginda diger karbon kaynaklarinin kullanimi ile ilgili enzim ve protein kodlayan
genlerin transkripsiyonu baslar. Bu olaya glukoz baskilamasinin kaldirilmasi

(derepresyon) adi verilir (Ronne 1995, Carlson 1998).



SUC2 geninin transkripsiyonel kontrolii glukoz baskilamasi ile diizenlenmektedir.
SUC2 geninin transkripsiyonu lireme ortamindaki glukoz konsantrasyonuna bagli olarak
diizenlenmektedir (Ronne 1995, Gancedo 1998). Bu genin transkripsiyonu yiiksek
glukozda baskilanir (Carlson ve Botstein 1982).

Glukoz baskilama sartlar1 altinda Miglp-Cyc8p-Tuplp kompleksi dogrudan SUC2
promotoruna baglanir (Watson ve ark. 2000). Hxk2p, Grrlp, Reglp, Glc7p ve Gerlp
nin i¢inde yer aldig1 bir¢ok diger faktorler SUC2 geninin baskilanmasinda gorev alir.
Ureme ortaminda yiiksek miktarda glukoz bulundugunda SUC2 geninin transkripsiyonu
Hxk2p ve Miglp tarafindan baskilanir (Herrero ve ark. 1998). SUC2 geninin
promotorunda farkli diizenleyici bdlgeler tanimlanmistir (Gancedo 1998). Bu
diizenleyici bolgelerden ikisi -500’den -485’e¢ ve -448’den -433’¢ kadar uzanan
bolgelerde bulunmaktadir. Bu bolgeler Miglp represoriiniin baglanma yeridir. -500’den
-485’e kadar uzanan birinci bolgeye ayrica Miglp’ye benzeyen bir protein olan Mig2p
de baglanabilir (Lutfiyya ve Johnston 1996). Glukoz konsantrasyonu fazla oldugunda
Miglp niikleusta bulunur ve SUCZ2 geninin transkripsiyonunu baskilar. Glukoz
konsantrasyonu diisiik oldugunda ise repressor protein olan Miglp fosforlanarak
sitoplazmaya geger ve SUC2 genininden transkripsiyon baglar (De Vit ve Johnston
1999). Miglp baskilamada Ssn6-Tuplp adi verilen iki farkli protein ile birlikte bulunur.
Ssn6p ve Tuplp’nin tek baslarina DNA’ya baglanma aktiviteleri yoktur ve Miglp’ye
spesifik olarak baglanirlar. Bu nedenle Ssn6p-Tuplp kompleksine korepressor de
denilmektedir. Korepresorler yalniz basglarina DNA’ya baglanamazlar bu nedenle
baglanan ¢esitli proteinlerle etkilesime girerler (Watson ve ark. 2000, Edmondson ve

ark. 1996, Gancedo 1998).

S. cerevisiae’daki 6zellikle glukoz sinyaline bagli birgok metabolik olay protein kinaz
olan Snflp ile kontrol edilir (Hardie 2007). Miglp kompleksinin fosforlama olayimi
Snfl protein kinaz kompleksi (Snflp) gergeklestirmektedir. Snflp yiiksek glukoz
konsantrasyonunda inaktif, diisiik glukoz konsantrasyonunda ise aktif halde bulunur.

Diisiik glukoz konsantrasyonunda Snflp protein kinaz kompleksi aktif hale gelerek



Miglp komleksini fosforlar. inaktif hale gelen Miglp kompleksi SUC2 promotorundan
ayrilip niikleustan sitoplazmaya geger. Yiiksek glukozda ise Snflp kompleksi inaktiftir.
Bu durumda Miglp SUC2 geni promotoruna bagl kalip diger faktorler ile birlikte
transkripsiyonu baskilar (Sekil 2.2) (Gagiano ve ark 2002).

—
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Sekil 2.2. Diisiik ve yiiksek glukoz sinyalinin algilanmas: (Gagiano ve ark 2002).
Ureme ortamindaki glukoz konsantrasyonu diisiik oldugunda Snflp protein kinaz
kompleksi aktif hale gelerek Miglp kompleksinin SUC2 promotorundan ayrilip
sitoplazmaya ge¢mesine neden olur. Yiiksek glukozda ise Snflp kompleksi inaktiftir.
Bu durumda Miglp SUC2 geni promotoruna bagli kalip diger faktorler ile birlikte
transkripsiyonu baskilar (Gagiano ve ark 2002).

SUC2 geninin glukozla baskilanmasi igin niikleozomlarin da gerektigi gosterilmistir
(Wu ve Winston 1997, Bu ve Schmidt 1998). Repres sartlarda SUC2 geninin promotor
bolgesinde dort niikleozomun yerlestigi gosterilmistir (Wu ve Winston 1997).
Bunlardan birisi transkripsiyon baglatma kompleksinin olustugu, TATA kutusunun
bulundugu bolgeyi kapatmaktadir (Sekil 2.3). Derepres sartlarda ise bu bolge
mikrokoccal niikleazlara agiktir. Bu da glukoz yoklugunda niikleozomlarin buradan

uzaklastirildigint ya da yerlerinin 6nemli Olc¢lide degistirildigini gosterir (Wu ve
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Winston 1997). Yabani tip ve snf mutanti olusturulmus S. cerevisiae hiicrelerinde SUC2
promotorunun kromatin yapisinin analizleri ve genetik c¢alismalar sonucu Snf/Swi
kompleksinin enerji kullanarak kromotin yapisimi bozdugunu ileri siirmektedir. Bu
nedenden dolayr Snf/Swi kompleksi SUC2 geni transkripsiyonunun ekspresyonu igin
gereklidir (Wu ve Winston 1997). Promotor bolgesinin yapisal diizenlenmesinde
niikleozomlarin belirli bir bolgeye yerlesmesi veya bu bdlgeden atilmalar1 da spesifik
enzimlerce diizenlenmektedir. Bu enzim komplekslerinden HAT’lar (Histone Acetyl

Transferase) histonlara asetil guruplar1 baglayarak promotor bolgesinden ayrilmalarini

saglayabilirler.
+1
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Sekil 2.3. SUC2 promotor bolgesinde transkripsiyon faktorlerinin baglanma yerleri ve
niikleozomlarin yerlesim bélgeleri (Wu ve Winston 1997).

SUC2 geninin glukoz baskilamasi S. cerevisiae’de bulunan ii¢ heksoz fosforlayan
enzimlerden biri aracilig1 ile olur. Glukoz varliginda uzun siireli cevapta (long term)
Hxk2p’ye ihtiyag duyulur. Fruktoz flizerinde iireyen S. cerevisiae’da ise Hxklp
proteinine veya Hxk2p’ye gereksinim duyulur (Rolland ve ark. 2001).

SUC2 promotoruna Miglp’den baska bir¢ok diizenleyici transkripsiyon faktdrlerinin
baglandig: diisliniilmektedir. Bu faktorlerin baglandig diziler ve promotor iizerindeki
yerleri YEASTRACT dan saglanmistir (Cizelge 2.4). Bu transkripsiyon faktorlerinden
bazilarinin direkt olarak SUC2 promotoruna baglandigr cesitli aragtiricilar tarafindan

gosterilmistir.
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Cizelge 2. 4. SUC2 promotoruna baglandig: belirlenen transkripsiyon faktorleri

Transkripsiyon Baglanma Dizisi SUC2 Geninde

Faktoriiniin Ad1 Baglanabilecegi Yer
Azflp AAAAGAAA (-468, -460)
Azflp AAGAAAAA (-466, -458)
Crzlp CCCGAG c*(-223, -217)
Fkhlp GTAAACA (-968, -961)
Fkhlp ATAAATA (-132, -125)
Fkhlp ACAAACG c*(-302, -295)
Fkh2p GTAAACA (-968, -961)
Fkh2p ATAAATA (-132, -125)
Fkh2p ACAAACG c*(-302, -295)
Gerlp CATCC (-836, -831)
Gcerlp CTTCC (-510, -505)
Gerlp CTTCC (-153, -148)
Gerlp CCTTC c*(-202, -197)
Gislp AGGGG (-846, -841)
Gislp AGGGG (-759, -754)
Gislp GGGGA c*(-976, -971)
Haalp CAGGGG (-760, -754)
Haalp CCGGGG (-439, -433)
Haalp GGGGAC c*(-976, -970)




Cizelge 2. 4. (devam)

Haalp GGGGCG c*(-499, -493)
Haclp CCAGC (-644, -639)
Hsflp TTTCTGGAAA (-377, -367)
Hsflp AAAGACCTTT c*(-377, -367)
Maclp ACTCGTTT c*(-604, -596)
Maclp ACTCGTTTAAT c*(-604, -593)
Mbplp ACGCGT (-423, -417)
Mbplp TGCGCA c*(-423, -417)
Mcmlp GGTCAAATCCT c*(-456, -445)
Mcmlp GGTCAAATCC c*(-456, -446)
Miglp GGGGCGTAAAAA c*(-499, -487)
Miglp AATTATCCGGGG (-445, -433)
Mig2p AATTATCCGGGG (-445, -433)
Mig2p GGGGCGTAAAAA c*(-499, -487)
Mig3p GGGGCGTAAAAA c*(-499, -487)
Mig3p AATTATCCGGGG (-445, -433)
Mot3p AAGGTA (-739, -733)
Mot3p AAGGTA (-315, -309)
Mot3p AGGGAA c*(-342, -336)
Mot3p TAGGTA c*(-734, -728)
Mot3p TAGGTA c*(-524, -528)
Mot3p TAGGAA (-456, -450)
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Cizelge 2. 4. (devam)

Mot3p TAGGAT c*(-163, -158)
Msn2p CCCCT (-976, -971)
Msn2p TCCCC c*(-846, -841)
Msn2p TCCCC c*(-759, -754)
Msn4p CCCCT (-976, -971)
Msn4p TCCCC c*(-846, -841)
Msn4p TCCCC c*(-759, -754)
Nrglp CTCCC c*(-515, -510)
Nrglp CCCCT (-976, -971)
Nrglp TCCCC c*(-846, -841)
Nrglp TCCCC c*(-759, -754)
Rgtlp AATAGGC c*(-447, -436)
Rim1p TATAAATAGA (-133, -123)
Rphilp CCCCT (-976, -971)
Rphilp TCCCC c*(-846, -841)
Rphilp TCCCC c*(-759, -754)
Rtglp GTCAC (-832, -827)
Rtglp GGTAC (-313, -308)
Rtg3p GGTAC (-313, -308)
Rtg3p GTCAC (-827, -822)
Stb5p CGGAG (-948, -943)
Stb5p CGGTG (-752, -747)
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Cizelge 2. 4. (devam)

Stb5p CGGGG (-438, -433)
Stb5p GGGGC c*(-499, -495)
Stb5p CGGGC c*(-308, -303)
Teclp CATTCT (-104, -98)
Teclp GAATTCCC (-939, -931)
Teclp ACATTCTG (-105, -97)
Teclp TCCTTACA c*(-359, -351)
Teclp TCCTTACG c*(-265, -257)
Teclp CCTTAC c*(-358, -352)
Teclp CCTTAC C*(-264, -258)
Xbplp CTCGA (-528, -523)
Xbplp AGCTC c*(-811, -806)
Xbplp AGCTC c*(-268, -263)
Yaplp TGACAAA (-242, -235)
YER130C AGGGG (-846, -841)
YER130C AGGGG (-759, -754)
YER130C GGGGA c*(-976, -971)

c*, Crick zincirindeki dizilimi gostermektedir.

(www.yeastract.com/findregulators.php?type=pot&genes=YIL162W, 2016)

Miglp glukoz baskilamasinda ¢ok dnemi olan bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu protein
glukozla baskilanan cesitli genlerin promotorlarina baglanir. Cys2-His2 ¢inko parmak
yapisindadir (De Vit ve ark. 1997). Miglp (G/C)(C/T)GGGG konsensus dizilimini
iceren ve GC box adi verilen bdlgeye baglanir (Wu ve Trumbly 1998). Ayrica bu GC

dizisinin 5" bolgesinde A,T bakimindan zengin bdlge de bu proteinin baglanmasi i¢in
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gereklidir (Gancedo 1998). Miglp memelilerdeki Spl proteinine benzer. Krox/Egr ve

Williams tiimér proteinleri de GC box baglanma proteinleri olarak bilinir (Ronne 1995).

Gcerlp (Glycolysis regulatory protein-1) ise glikolitik enzim genlerinin yiiksek seviyede
transkripsiyonu i¢in gerekli olan bir transkripsiyon faktoriidiir. Spesifik olarak glikolitik
genlerde CT kutusu (5’-CTTCC-3’ niikleotid dizisi) ad1 verilen bolgeye baglanir (Baker
1991). Genetik calismalar Gerlp’nin Ger2p ile etkilesimde oldugunu gostermektedir
(Uemura ve Jigami 1995). Tiirkel ve ark. (2003) Gerlp’nin SUC2 geninin promotor
bolgesine baglandigini gostermislerdir. gcrl mutantlarinda SUC2 transkripsiyonu
streklidir ~ (devamli) ve invertaz aktivitesi {lreme ortamindaki glukoz
konsantrasyonundan bagimsizdir. Bu da Gerlp proteinin SUC2 transkripsiyonu igin
gerekli oldugunu gostermektedir. Gerlp, SUC2 geninin diizenleyici bdlgesinde
Miglp’nin yaninda bulunan bolgeye (-519, -495) baglanir ve Gerlp tam anlamiyla
SUC2 geninin baskilanmasi i¢in gereklidir. Ancak Gerlp’nin SUC2 geninin
baskilanmasindaki rolii tam olarak acik degildir. Fakat Miglp’nin yanina baglanmasi

transkripsiyon faktorleri arasinda bir yarisin olabilecegini 6ne stirmektedir (Tiirkel ve

ark. 2003).

SUC2 promotoruna baglanan diger bir protein Med8p’dir (Moreno- Herrero ve ark.
1999). Bu protein transkripsiyonel mediator olarak da bilinmektedir ve 16sin fermuari
(Leucin Zipper) yapisina sahiptir. Med8p’nin 16sin fermuar kismi proteinler arasi
etkilesim bolgesi olarak calisir. Boylece Med8p homodimer olusturabilir veya 16sin
fermuar yapis1 igceren diger proteinler ile etkileserek heterodimer olusturabilir. Bu
sekilde monomer veya dimer olarak SUC2 promotoruna baglanabilir. Med8p spesifik
olarak HXK2 geninin downstream repressing sequence bolgelerine (DRS) ve SUC2
geninin upstream activating sequence (UAS) boélgesine baglanir. Baglanma bolgesi
(C/A)(G/A)GAAT heptamerik motifidir (Moreno- Herrero ve ark. 1999, De la Cera ve
ark. 2002). Med8p ayrica HXT1 (Hexose transporter-1), GLK1 (Glucokinase-1) ,HXK1
(Hexokinase-1) genlerinin diizenleyici bdlgelerinde UASsuc benzeri korunmus
(C/A)(G/A)(G/A)AAT dizisine de baglanir. De la Cera ve ark. (2002) bu diziyi “MEDS8
bolgesi” olarak adlandirmislardir. Bu genlerden HXT1 ve HXK2 yiiksek glukozda
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uyarilirken GLK1, HXK1 ve SUC2 genleri baskilanir (Moreno- Herrero ve ark. 1999,
De la Cera ve ark. 2002).

Represér Rgtlp ve cAMP bagimli protein kinazlar S. cerevisiae’da SUC2 gen
ekspresyonunu kontrol eder (Gancedo ve ark. 2015). Rgtlp SUC2 geninin promotor
bolgesine baglanabilmesine ragmen SUC2 geninin ekspresyonunda az bir etkiye
sahiptir. Rgtlp Mthlp ile birlikte glukoz transporterlarini kodlayan HXT geninini
baskilar. HXT promotorlarindan Rgtlp salinmasi cAMP bagimli protein kinaz (PKA)
aktivitesini gerektirir (Gancedo ve ark. 2015).

2.4. Zayif Asit Stresi ve Onemi

Zayif organik asitler gida ve kimya sanayinde yaygin olarak kullanilirlar. Gida
endustrisinde zay1f asitler mikrobiyal iremeyi kontrol etmek veya c¢esitli gidalara renk,
koku, tat kazandirmak amaciyla kullanilirlar. Zayif organik asitler olan asetik asit, sitrik
asit, siiksinik asit, sorbik asit ve benzoik asit gibi asitler mikroorganizmalarin tireme
ortamlarinda dogal olarak bulunabilecegi gibi bazen de iireme ortamlarina veya
mikrobiyal iiriinlere gida katki maddeleri olarak ilave edilmektedirler. Diisiik pH’da,
asetik asit (pKa 4.75), sorbik asit (pKa 4.76) veya benzoik asitin (pKa 4.19) RCOOH
grubu ayrilmamis halde bulunur ve bu durumda 6nemli derecede mikroorganizmalarin

tiremesini inhibe ederler (Piper ve ark. 2001).

Sitrik asit ve sitrik asitin tuzu organik asit diizenleyicidir ve iiriinlerin pH kontrolii i¢in
yiyecek ve icecek endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiyecek ve igeceklerin
tiretiminde sitrik asit genellikle tad gelistirmek amaciyla aroma olarak kullanilir. Ayrica
sitrik asit yiyecek ve iceceklerdeki mikrobiyal tiremeyi Onlemek iginde kullanilir.
Bununla birlikte sorbik ve benzoik asit gibi diger zayif asitlerle birlikte gida
bozulmasini1 6nlemek amaciyla selat olusturucu olarak kullanilmaktadir (Lawrence ve

ark. 2004).

17



Hijyenik iiretim ve organik asit koruyucu kullanilmasina ragmen, maya ve kif
bozulmalar: yiyecek ve igecek endiistrisinde hala biiyiikk ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Diisilk pH ve organik asit varlig1r gibi ekstrem kosullara maya hiicreleri
uyum gosterirler ve bu kosullarda tiremeye devam ederler. Ancak bu ekstrem kosullar
siklikla mayada bozulmaya neden olur. Zayif organik asitler S. cerevisiae tarafindan

degrede edilmeyip hiicrede asit stresini olustururlar (Piper ve ark. 2001).

2.5. Zayif Asit Stresinin Hiicresel Etkileri ve Onemi

S. cerevisiae hiicreleri fizyolojik olarak uygun miktarlardaki stres yaratict maddelere
maruz birakildiginda, sadece bu stres yaratici ajanin yiiksek dozuna karst degil ayrica
stres yaratic1 diger ajanlara karsi da tolerans gelistirirler. Bu olay capraz koruma
(crossprotection) adini alir. Ornegin birgok sicaklik soku proteini termal stresin yaninda
besin agligi gibi baska stresler ile de wuyarilir. Stresle uyarilan bir¢ok genin

promotorlarinda STRE (Stress Response Element) dizilimi bulunur (Estruch, 2000).

Maya hiicreleri endiistriyel alanda tretilirken gesitli stres etmenlerine maruz kalirlar.
Hiicresel makromolekiiller olan proteinler, niikleik asitler ve hiicre membrani bu stres
sartlarinda biiyiik oranda hasar goriir ve bu durum hiicre bliylimesinin, hiicre yasaminin
ve fermentasyonun inhibe edilmesine neden olur. Bu etkilerden korunmak i¢in maya
hiicreleri stres proteinlerinin uyarilmasi, stres koruyucularin olusturulmasi, membran
yapisinin degistirilmesi, translasyonun baskilanmasi, stres tarafindan tetiklenen sinyal
transdiiksiyon yollar1 ile ilgili gen ekspresyonunun diizenlenmesi gibi ¢esitli stres

tolerans mekanizmalarina ihtiya¢ duyar (Shima ve Takagi 2009).

Endiistriyel fermentasyonda mayalar diisiik su aktivitesi ve sitotoksik bilesiklerin varligi
gibi cesitli stres kosullarina maruz kalirlar. Maya hiicreleri olusan yeni ortama adapte
olabilmek i¢in stres yanitini tetikleyerek bu olumsuz kosullara yanit verir. Ancak bazen

bu yanit yetersiz olabilir ve hiicre 6limii gerceklesir (Sousa ve ark. 2012).
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Disiik pH’da zayif organik asitlerin  antimikrobiyal etkilerinin  hiicre igi
asidifikasyonuna ve anyon birikimine neden oldugu gosterilmistir (Krebs ve ark. 1983,
Salmond ve ark. 1984).

Besinlerdeki bakteriyel ve fungal tireme, iireme ortamindaki ¢oziinmemis asit
konsantrasyonuyla orantili olarak asidifikasyonun artmasiyla engellenir. Zayif asitlerin
¢oziinmemis notr toksik formu pasif diflizyon ile hiicre igerisine gecer ve bu form hiicre
sitozoliinde ¢oziinerek proton ve asid anyonlari olusur. Bu durum sitoplazmanin
asidifikasyonuna ve intraseliiler asid iyonu birikimine neden olarak bir¢ok metabolik
yolagi etkiler (Krebs ve ark. 1983, Pampulha ve Loureiro-Dias 1990, 2000, Holyoak ve
ark. 1996).

Hiicrenin zayif organik asitlere maruz kalmasi sonucunda maya hiicrelerinin membran
permeabilitesi azalir, anyon ekstriizyonu (¢ikisi) olur, hiicrenin zayif organik asitleri
katabolize etme yetenegi artar ve genlerin ekspresyou degisir. Benzer olarak hiicre

membraninin H* permeabilitesi degisir, hiicreden aktif proton ¢ikis1 olur (Holyoak ve

ark. 1996).

Asetik asit, sitrik asit, siiksinik asit, sorbik asit ve benzoik asit gibi zayif organik asitler
onemli gida koruyucu ve giiclii fungustatik maddelerdir. Bu zayif asitler hiicrenin
sitozoliinde birikerek hiicre pH’n1 ve enerji dengesini bozarlar. Yiiksek anyon birikimi
hiicrede anormal derecede yiiksek turgor basinci olusturabilir. Ayrica hiicrede serbest
radikal olusumunu etkileyip siddetli oksidatif strese neden olur (Giannattasio ve ark.
2013).

Zayif organik asitler lireme ortamina eklendikten hemen sonra hiicreler, hiicre
dongiisiinden ¢ikip uzun bir siire latent faza gecerler. Birkag saat sonra hiicreler tekrar
tiremeye devam ederler (Piper ve ark. 1997, 1998, Holyoak ve ark. 1999). Sorbik asit ve
benzoik asit S. cerevisiae’da glikolizisi inhibe ederek enerji azalmasina neden olur
(Warth 1991, Piper ve ark. 1997). Inhibisyon fosfo-fruktokinaz reaksiyonunda
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gerceklesir (Krebs ve ark. 1983, Pearce ve ark. 2001). pH’mn azalmasi 6-fosfo-
fruktokinazi (PFK1) inhibe ederek glikolitik yolaga etki eder.

S. cerevisiae’da hiicre biitiinliigiinii saglayan protein kinaz C yolaginin asit stresi ile
aktive oldugu ve bu aktivasyonun hiicre membraninda yer alan Mid2p sensdriine bagh
oldugu daha Onceki arastirmalarda gosterilmistir. Hiicre duvari sensoriic Mid2p ve
Rgdlp (HOG yolu)’yi kapsayan iki ayr1 yolak birlikte hiicre biitiinliigiinii saglayarak

asit toleransini arttirir (Claret ve ark. 2005).

Asidik kosullar hiicre duvari yapisini, metal metabolizmasinda rol alan genlerin
ekspresyonunu, vakuoler H*-ATPaz ve HOG MAPK protein diizeyini etkiler (Claret ve
ark 2005, Holyoak ve ark. 1996, Lawrence ve ark. 2004). S. cerevisiae hiicrelerinin
zayif asit stresine tolerans saglamak amaciyla prolin amino asidi biriktirdigi

gosterilmistir (Greetham ve ark. 2014).

Zayif organik asit stresine adaptasyonda alternatif stres cevaplart uyarilir, bunun
sonucunda plazma membran proteini olan Pdrl2p ve 1s1 sok proteini Hsp30p uyarilir.
Pdrl2p S. cerevisiae genomunda ABC (ATP Binding Casette) tasiyici genlerinden biri
tarafindan kodlanir (Bauer ve ark. 1999). Organik asit veya alkol stresine yanitta Pdr12p
onemli bir etkiye sahiptir (Holyoak ve ark. 1999, 2000). Pdr12p toksik etkisi olan ve
hiicre membran biitinliigiinii bozan kisa zincirli alkollere karsi direng saglar. ABC
tastyicilar, asit anyonlarina ve alkollere baglanirlar ve hiicre membranimin i¢ kisminda
bulunurlar. Pdr12p, ABC tasiyici baglanmis asid anyon ve alkollerini periplazmak alana

tasir. Boylece sitoplazmadaki asid anyon ve alkol oran1 disiiriiliir (Piper ve ark. 2001).

Bir ATP-bagimli proton saliim pompasi olan plazma membran H *-ATPaz da zayif asit

stresi toleransinda Onemli bir etkiye sahiptir. Organik asitlerin hiicre igerisinde

¢bziinmesi sonucu sitoplazmada olusan asidifikasyona hiicreden H*-ATPaz aracili

proton ¢ikist ile direng gosterilir. Plazma membran H *-ATPaz zayif asit stresiyle aktive
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olur. Yapilan calismalarda H¥-ATPaz’1 kodlayan PMA1 geninin ekspresyonu

azaldiginda hiicrelerin zayif asite olan duyarliliginin arttigi gosterilmistir (Holyoak ve

ark. 1996).

Zayif organik asitlerin lireme ortaminda bulunmasi asit stresi olarak tanimlanan
metabolik yaniti olusturmaktadir. Bu metabolik yanitta Msn2p, Haalp, Warpl, Hotlp
gibi transkripsiyon faktorleri gorev alir. S. cerevisiae’da zayif asit stresine adaptasyon
Haal ve Haalp ile diizenlenen genleri icerir. Transkripsiyon faktorii olan Haalp gida
koruyucu olarak kullanilan ¢esitli zayif asitlere karst maya hiicrelerinin adaptasyonu
icin gereklidir. Kisa zincir uzunlugundaki asetik asit ve propiyonik asite karsi en fazla
korumay1 saglar. Dokuz HAA1 hedef geninin transkripsiyonu zayif asit stresinde aktive
olur. Haalp, plazma membran multidrug transporterlari olan TPO2 ve TPO3’ii ve hiicre
duvari glikoproteinlerini kodlayan YGP1 genlerini diizenler. Haalp’nin asetik asit,
propiyonik asit ve biitirik asit stresine direng i¢in gerekli oldugu ancak lipofilik olan
benzoik ve oktanoik asit i¢cin 6nemli bir role sahip olmadig1 gosterilmistir (Sekil 2.4)

(Fernandes ve ark. 2005).
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Sekil 2.4. S.cerevisiae’da asetik asit stres yanit mekanizmasi (Giannattasio ve ark.
2013)

Maya hiicreleri asetik asiti karbon kaynagi olarak kullandiginda asetat anyonlart Jenlp
veya Ady2p monokarboksilat tasiyicilar1 ile TCA ve glioksilat ¢evriminin baglatan
asetil-CoA donistiiriiliir. Asetat transportu ve metabolizmasi glukoz tarafindan inhibe
edilir. Diigiik pH da glukoz varliginda asetik asit hiicre i¢ine girer. Asetik asit Fpslp
aquaglikoporin kanaldan kolaylastirilmis difiizyon ile ¢6ziinmemis formda hiicre igine
girer. Daha notral olan sitosolik pH asit anyonlarinin ve protonlarinin ayrilmasina neden
olur. Sitozlazmik asidifikasyon sonucunda protonlar Pmalp nin aktivasyonunu
uyarirlar, proton pompast olan plazma zar1 ATPaz protonlar1 hiicre digina gonderir.
Asetik asite direng Hoglp yi aktive edebilir, Map-kinaz fosforilasyon ve ubikiitinasyon,
endositoz ve son olarak Fsplp nin vakuolar degredesyonunu saglar ve transkripsiyon
faktorii Haalp cesitli seviyelerdeki asetik asite hiicrenin adaptasyonunu saglar. Diger
yandan asetik asitin lethal konsantrasyonu ROS (reaktif oksijen tiirleri) birikmesini
uyarir, cyt ¢ (sitokrom c) serbest kalir ve mitokondrial fonksiyon bozukluguna neden
olur, kaspaz benzeri aktivite dnemli derecede artarak kromatin yogunlagsmasi ve DNA
pargalanmasi ile sonugta hiicre 6liimiine neden olur. RTG sinyal yolu asetik asit stresine
hiicresel adaptasyonda aktive olur. RTG sinyal yolu TOR ve Ras sinyal yollarma
baghdir. Rtgl / 3-bagimli gen ekspresyonu iizerinde inhibe edici bir etkiye sahiptir. Ras-
cAMP PKA yolaginin asir1 aktivasyonu mitokondriyal fonksiyon bozukluguna, ROS
liretimi ve apoptoza neden olur.
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Diger zayif organik asitler gibi asetik asitte diisitk pH’da ¢6ziinmemis durumda yiiksek
antimikrobiyal etkiye sahiptir (Lambert ve Stratford 1999). pH 4.5 da nétr molekiiller
Fsplp aquagliseroporin kanalindan kolaylastirilmis diflizyon ile hiicreye girerler
(Mollapour ve Piper 2007), sitoplazmada asetat ve protonlara ayrilirlar. Bu protonlar
sitoplazmik asidifikasyona neden olarak onemli metabolik siireglerin inhibisyonuna
neden olurlar (Arneborg ve ark. 2000). Zayif asitler maya plazma membranindaki
proton-tasiyic1 ATPaz Pmalp yi aktive ederek, sitosolde zayif asitlerin ATP ye bagimh
olarak ¢oziinmesi sonucu olusan protonlarin hiicre disina pompalanmasini saglar (Sekil

2.4),

Asetik asit S. cerevisiae’da karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilir ve bu sartlar
altinda toksik etkiye sahip degildir. Boylece S. cerevisiae hiicreleri asetik asit igeren
ortamlarda normal olarak tiremesini siirdiiriir. Bu kosullarda asetik asit ¢oziinmemis
formda bulunur ve ADY2 tarafindan kodlanan elektro nétral proton simport taginimi
veya JENI1 tarafindan kodlanan monokarboksilat tasinimi ile asetat plazma
membranindan tasmarak asetil-CoA’ya dondstiiriiliir. Asetil-CoA ya glioksilat yan
yolaginda harcanir ya da mitokondride trikarboksilik asid dongiisii boyunca okside
edilir. Glukozlu ortamda biiyiiyen S. cerevisiae hiicreleri glukoz baskilamasindan dolay1
asetik asiti metabolize edemezler. Bu nedenle maya hiicreleri asetik asit stresine duyarl
hale gelir. Mayada en yaygin monooksilat koruyucu mekanizma plasma zari
tagtyicilarini ve proton tasiyict ATPaz 1 igeren mekanizmadir. ABC ailesinin iiyesi olan
plasma membran tasiyict Pdr12p sorbik asit, benzoik asit ve diger bazi lipofilik
karboksilat bilesikler tarafindan gii¢lii bir sekilde uyarilirken asetik asit ile az miktarda
uyarilir. Plasma membraninda Pdr12p birikimi Warlp transkripsiyon faktoriine baghidir
(Hatzixanthis ve ark. 2003, Piper 2011).

Mayanin asetik asit ve propiyonik asite hizli adaptasyonu i¢in transkripsiyon faktorii
olan Haalp gereklidir (Fernandes ve ark. 2005). Ozellikle Haalp dogrudan ya da dolayl
olarak, spesifik olarak, asetik asit ile indiiklenen gen ifadesini yaklasik olarak % 80
diizenler (Mira ve ark. 2010a,b,c, 2011).
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Asetik asit iki mitojen-aktive protein (MAP) kinazin, yiiksek ozmolarite gliserol sinyal
yolagi (HOG) ve Slt2p hiicre duvar biitiinliiglinii saglayan sinyal yolaginin diisiikk pH
da aktive olmasmi saglar (Fuchs ve Mylonakis 2009). Fpslp’nin hoglp bagimli
fosforilasyonu ubikiitinasyon, endositozis ve vakuolde yikima neden olur (Mollapour ve
Piper 2007, Mollapour ve ark. 2009). Bu nedenle, zayif asite 6zgiil bir sekilde Hoglp
Fsplp’yi destabile edip asetik asitin hiicreye girisini engelleyerek asetik asitin farkli
cesitli seviyeleri i¢in direng olusturur (Piper 2011, Zhang ve ark. 2011). Asetik asit stres

yanit1 hiper ozmotik stres yanitindan farklidir.

Asetik asit programlanmis hiicre 6liimiinii indiikler. Konsantrasyonlarina veya lipofilik
kisimlarina gore zayif asitler mikrobiyal hiicre tiremesinin gecikmesine, stostazi ve
hiicre 6liimiine neden olurlar (Stratford ve Anslow 1996, 1998, Piper ve ark. 2001).
Asetik asitin lethal konsantrasyonunda S. cerevisiae’da programlanmis hiicre Slimii
gerceklesir. Eksponansiyal iireyen S.cerevisiae hiicreleri 80 mM asetik asite maruz
kaldiginda hiicrelerin programli hiicre 6limii gergeklesir (Ludovico ve ark. 2001,
Giannattasio ve ark. 2005). Asetik asit mayada fermentasyon sonucu fizyolojik olarak
olusabildigi gibi 6zellikle gida endiistrisinde antimikrobiyal etkisinden dolayr gida
koruyucu olarak kullanilmaktadir. Asetik asitin mayada hiicre 6liimii ve yaglanmasina
neden oldugu gosterilmistir. Daha Onceki caligsmalarda asetik asiti igeren i¢ ve dis
uyaranlarin  S.cerevisiae’da programli hiicre o6liimiine (apoptozis) neden oldugu

gosterilmistir (Madeo ve ark. 1997, 1999, Ludovico ve ark. 2001, 2003).

Yapilan ¢aligmalarda asitin glukoz alimini inhibe etmedigi, glikolitik yolaktaki enolaz
enzimini inhibe ettigi bu durumunda glikolitik akis1 sinirladigi gésterilmistir (Pampulha
ve Loureiro-Dias 1990). Yapilan proteomik analizlere gore asetik asitle muamele edilen
hiicrelerde karbonhidrat metabolizmasinin giiglii bir sekilde etkilendigi gosterilmistir.
Glikolitik proteinler olan fosfofruktokinaz (Pfk2p) ve frukto 1,6-bifosfat aldolaz
(Fbalp) seviyeleri azalirken piruvat dekarboksilaz izoenzimi (Pdclp) posttranslasyonel
modifikasyona ugrar (Almeida ve ark. 2009).
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Mayada sorbik asit stresi transkripsiyon faktorii olan Msn2p ve Msndp araciligiyla
bir¢ok genin aktivasyonuna neden olur. Bununla birlikte sorbik asit stresine direng i¢in
transkripsiyon faktorii Warlp araciligi ile Pdr12p salimim pompasi aktif hale gelir.
Warlp ve Msn2p/Msndp regiilonlar1 zayif asit stresi ile aktive edilir (Schiiller ve ark.
2004).

Sitrik asitin etkilerinin arastirilmasi i¢in yapilan ¢alismalar sonucunda mitojen-aktive
protein kinaz (MAPK) yiiksek ozmolarite gliserol (HOG) yolaginin zayif asit stres
yanitinda gorev aldigi ve sitrik asit stresinden sorumlu birgok genin aktivasyonunu
sagladig1 belirtilmistir. Sitrik asit bulunan ortamda tireyen hiicrelerde normal ortamda
iireyen hiicrelere gore daha fazla gliserol birikimi oldugu gosterilmistir (Nielsen ve
Arneborg 2007). Sorbik asitte oldugu gibi vakuoler asidifikasyon sitrik asit adaptasyonu
icin Onemlidir. Glukoz baskilamasi i¢in transkripsiyon faktorleri, enzimler igin
aminoasit biyosentezi ve plasma membran kalsiyum kanali, sitrik asit adaptasyonu igin

gereklidir. Sitrik asit pH’a bagli olarak S. cerevisiae’da tiremeyi inhibe eder.

Sorbik ve sitrik asitte oldugu gibi diisiik pH’da vakuolar asidifikasyon ve Hoglp
yolunun laktik ve asetik asit direnci i¢cin dnemli oldugu bilinmektedir. Asetik asidin
subletal tireme onleyici konsantrasyonu Saccharomyces cerevisiae'da Hoglp, Slt2p ve
iki MAP kinazin fosforilasyonunu tesvik eder. Hoglp’nin asetik asit ile aktivasyonu
SSK1 ve PBS2’nin varligina bagliyken, SHO1 ve STE1l’e bagh degildir. Yapilan
calismalarda hiicre biitiinligii MAP kinaz kaybinin asetat direncini arttirdigy

gosterilmistir (Mollapour ve Piper 2006).

Proteomik analizler sonucunda asetik asit ile muamele edilmis S. cerevisiae
hiicrelerinde amino asitlerden protein  biyosentezi, trankripsiyon/translasyon
mekanizmasi, karbonhidrat metabolizmasi, niikleotid biyosentezi, stres yaniti, protein
dongiisii (turnover) ve hiicre dongiistiniin etkilendigi gosterilmistir (Almeida ve ark
2009).
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S. cerevisiae’da strese cevap veren bir¢gok gen STRE (Stress Response Element) adli
promotor elementi ile kontrol edilir. Asit stresi de kapsayan ¢esitli streslere karst Msn2p
ve Msndp transkripsiyon faktorleri niikleusta birikir. Bu proteinler homologtur ve ¢inko
parmak yapisindadir. Asit stresine yanitta birgok genin ekspresyon seviyesi diizenlenir.
Gen ekspresyonunun diizenlenmesi Msn2p ve Msndp tarafindan gerceklesir (de Nobel
ve ark. 2001). Msn2p ve Msn4p genel stres yanit1 ana diizenleyicileridir ve ayrica sorbik
ve benzoik asit tarafindan aktive edilirler (Go6rner ve ark. 1998). Pdrl2’nin asit
tarafindan uyarilmasi transkripsiyonel seviyede diizenlenir. Pdr12p’nin uyarilmasi zayif
asit stresi i¢in Ozgiil iken diger stres tipleri ig¢in Ozgiil degildir ve Msn2p/4p den
bagimsizdir (Piper ve ark. 1998). Transkripsiyon faktorii olan Warlp, Pdr12’nin stres

kosullarinda diizenleyicisi olarak tanimlanmustir (Kren ve ark. 2003).

S. cerevisiae daki snfl protein kinaz Snfl/AMPK (AMP-aktive edilmis protein kinaz)
ailesi iiyesi olup metabolik kontrolde ve Ozellikle besin stresine yanitta dnemli role
sahiptir. Hiicreler sodyum iyonu stresi, alkali pH veya oksidatif strese maruz kaldiginda
Snflp’nin katabolik aktivasyonu ve Thr-210’un fosforlanarak aktivasyonu artar. Snfl /
AMP-aktive protein kinaz (AMPK) ailesi 6karyotlar arasinda korunmus olup metabolik
stres yanitinda Onemli bir role sahiptir. Memelilerde AMPK glukoz ve lipit
metabolizmasini diizenler. S. cerevisiae’daki Snflp protein kinaz metabolik kontrolde
onemli role sahiptir. Snfl protein kinaz, hiicrelerin glukoz smirlamasina (limitation),
sukroz gibi glukoza gore daha az tercih edilen alternatif karbon kaynaklarma ve
nonfermente karbon kaynaklarina adaptasyonunu diizenler. Snflp glukoz baskilamasi
ile aktive edilir. Snflp yiiksek glukoz ortaminda inaktif halde bulunurken diisiik glukoz
ortaminda aktif haldedir. Snfl yag asit metabolizmasinda ve karbon depolamadaki
metabolik enzimlerin kontroliinii saglayan ve mayoz, yaslanma, otofaji, filamentoz
invazif bliylime gibi besine duyarli hiicresel siireclerde rol alan birgok genin
transkripsiyonunu diizenler. Snfl protein kinaz bazi g¢evresel streslere cevap olarak
aktive edilir (Hong ve Carlson 2007). Stres yanitinda glukoz sinirina bagl olarak Snfl
Thr-210 un aktif lobu tarafindan fosforlanir (McCartney ve Schmidt 2001).
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Yaplp oksidatif stres yanit1 i¢in gerekli olan bir transkripsiyon faktoridiir. Oksidatif
streste Yaplp aktif hale gelerek glutatyon ve tiyoredoksin yolaklarini aktif hale getirir.
Yaplp ozellikle hidrojen peroksit stresine yanitta Onemli olan bir transkripsiyon
faktoridiir. Yaplp stres kosullar1 olmadiginda sitoplazmada bulunurken hiicreler cesitli
oksidatif strese maruz kaldiginda niikleusta birikir ve oksidatif stres yaniti i¢in gerekli

olan genlerin transkripsiyonunu uyarir (Sekil 2.5) (Rodrigues ve ark. 2010).

Msn2p
ATAGTARRRRRRLD R TR RGTTTTCCCCT GTAGTARACAGE GAGATRACCETACE

GAGET CTGRAATTCCCTACRGA RGTAGCTGTARR AR TT CAGRATTCGCARCRACT

AT TTGAGTTARGT G CCTT TOCARGCT AR ACTT TERGGTTATAGEGECTT

EECETECEEEEGTCEEEEICTEGG%EEFEGEETEIEETEIGTEEEEITAEGGCA
GGAGETTTCCCAATGRACRRE “ﬂ@_ﬂ GGIGAGCT GTCGARGGTATCC
ATTTTATCATGITICGT TTGTACARGCACGACATACTALGRCATTTACCGIAT G
GEACTTGTT GTCCTAGC GTAGTICT CGCT COCCCAGCARRGCTCARRRR AGTAC
GICATTTAGRARTAGTTIT GTGAGCARATTRACCAGTOGGTATGCTRACGTITAGRARG
oA AT ATTCTICT ACCA ARG CGTGCCTT IGT T GARCTCGATCCATTATG
AGEECTTCCATTATTCCCCGCATTTTTRT TACT CTEALCAGGARTARAR AERA T

Miglp Haalp
pancccasT TTAGGE RN G GALGALAT ACGC GTAGCETTAATCC

oA GT O AGGETITT TOCATGEAGETT TCTGGARR RACT GACGAGERARTET G
ATTAT A AT CCCTTTAT GTGATGTICTARGACTT TTRARGETACGCCCGAT GTTT G
E;TE{TAECAIEETAEAGAEGTTTCTTTTCGEGGEETGCTTEAEEG&ETTTGTT
TG:EJ&EAE-‘-}_TGTT GOCT ARG GCTCTATAGTAR ACCATTTGGARGRARGATTTG
ACGACTITTTITTITIGGAT T TCGATCCTATAATCCTTCCT CCTGARRAGRRAC
ATATRE R TR TR TGTATTAT TCTT CARL AT TCTCTIGI ICTIGIGCTITITT
TTTTACCATATAT CTTACTITTITITTICTCICAGRAGRARACARGCARRACRRAR

AGCTTTICTTITCRCTARCGTAIRATG

Sekil 2.5. Zayif asit stresinde gorev alan bazi transkripsiyon faktorlerinin SUC2 geni
promotor bolgesine baglanma yerleri
(www.yeastract.com/view.php?existing=locus&orfname=YIL162W, 2016)
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2.6. HOG Sinyal Yolu ve Asit Stresi

Aktif olarak lireyen maya hiicrelerinde hiicre i¢i ozmolarite dis ozmolariteden daha
yiiksek tutulur. Ozmotik yogunluk sonucu plasma membranindan igeriye su girer ve
hiicre genisler, bu olay turgoru yaratir. S. cerevisiae’nin ozmotik stres altinda kalmasi
dogal ortamlarda goriilebilen bir olaydir. Yiiksek miktarda sukroz veya glukoz igeren
fermentasyon ortamlar1 buna iyi bir 6rnek teskil eder. (Gasch ve WernerWashburne
2002, Johnston 1999). Fizyolojik olarak ozmostres, serbest su aktivitesinin ya da serbest
su potansiyelinin diismesi seklinde tanimlanabilir. S. cerevisiae’nin dis ortamdaki

hiperozmolariteye karsi metabolik adaptasyonu birka¢ asamada gerceklesir (Hohmann

2002).

Hiperozmotik streste High Osmolarity Glycerol (HOG) Mitogen-activated protein
(MAP) kinase sinyal iletim yolu uyarilir. S. cerevisiae’da hiicre zarinda bulunan ve
ozmotik sensor olarak da adlandirilan Slnlp ve Sholp reseptor proteinleri, ozmotik
stresi algilayip iki pargali sinyal aktarma mekanizmasi ile sitoplazmadaki protein kinaz
sinyal iletim yolunu aktive ederler (Sekil 2.6). Okaryotik organizmalarda MAPK,
MAPKK ve MAPKKK ailelerinin birgok iiyesi bulunur ve bu proteinler farkli sinyal

iletim yollarinda yer alirlar.

Ozmotik stresin gen isleyisine direkt etkisi ile ilgili ¢aligmalarda daha ¢ok gliserol
metabolizmasi ile ilgili enzimleri kodlayan genlerin isleyisleri analiz edilmistir. Bu
genlerden transkripsiyonu en iyi analiz edilen ise GPD1 genidir (Albertyn ve ark.
1994). Hiperozmotik stres sartlar1 altinda gliserol biyosentezinin GPD1 geni tarafindan
tiretilen sitoplazmik NADP bagimli Gliserol-3—fosfat dehidrojenaz enzimi ile yapildigi
ve bu genin transkripsiyonunun ¢ok fazla miktarda aktive edildigi gosterilmistir. GPD1
geninin ayrica glukoz baskilamasi ile de kontrol edildigi gosterilmistir. Glukoz
baskilamas1 ve hiperozmotik stres GPD1 geninin transkripsiyonunu bagimsiz olarak

diizenlerler (Albertyn ve ark. 1994).
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Sekil 2.6. Hiper ozmotik stres sinyal iletim yolunun bilesenleri ve ozmotik stresin
GPD1 geni ve diger genlere iletilmesi (Mager ve Siderus 2002).

Hiperozmotik stres, hiicre zarindaki Slnlp ve Sholp reseptorleri ile algilanip
sitoplazmadaki MAPKKK ’lara aktarilir. Sonucta Hoglp fosforlanarak niikleusa gecer
ve ilgili transkripsiyon faktorlerine etki ederek, ozmotik strese yanit olarak bazi genlerin
transkripsiyonlarinin aktive edilmesini saglar.

Daha sonraki ¢aligmalarda hiperozmotik stresin bir¢cok genin isleyisine de etki ettigi
gosterilmistir (Yale ve Bohnert 2001, Erasmus ve ark. 2003). Bu genlerden bir kismi
sicaklik soku gibi diger tiir stresle de aktive edilirler ve promotor bdlgelerinde STRE
(Stres Response Element) ad1 verilen DNA dizilerine sahiptirler. Niikleusa giren Hoglp
cesitli transkripsiyonel aktivator ve represorlerin aktivitesini kontrol edecek bir¢ok geni
diizenler (Hohmann 2002). Ayrica yapilan bir¢ok calismada Hoglp’nin transkripsiyon
faktorlerini nasil diizenledigi gosterilmistir (O’ Rourke ve ark. 2002). Bircok
transkripsiyon faktdrii (Ornegin Msnlp, Msn2p, Msndp, Hotlp, Skolp ve Smplp)
Hoglp MAPK ’nin kontrolii altindadir (Alepuz ve ark. 2003).
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SKO1 geni SUC2 promotoruna baglanabilen bir protein olan Skolp yi kodlar. Skolp
ozmotik stresle uyarilan birgok geni baskilar. CRE benzeri DNA elementine (Ornegin
GRE2, ENA1 genlerinde) baglanir (O’ Rourke ve ark. 2002, Alepuz ve ark. 2003,
Mager ve Siderus 2002). Skolp baskilama isleminde genel korepresér kompleksi
Ssn6/Tup1’i yapisina katar. Artan ozmolarite boyunca Hoglp, Skolp’ yi fosforile eder
ve Skolp’in Tuplp’e olan ilgisi azalir. Skolp’nin fosforlanmasi bu proteinin baskilayici
etkisinin aktive edici etkiye doniismesine neden olur (Alepuz ve ark. 2003). Aktive
etme mekanizmasinin 6zellikleri tam olarak bilinmemektedir. Ancak burada RNA pol-I|
holoenzim kompleksi ile Hoglp arasinda direkt bir etkilesim olabilir (Alepuz ve ark.
2003, O’ Rourke ve ark. 2002). Skolp’in veya Tuplp/Ssn6p’nin yoklugu Skolp ile

diizenlenen genlerin siirekli aktif olmasina neden olur (O’ Rourke ve ark. 2002).

Hotlp ise Hoglp ile etkilesebilen bir transkripsiyonel aktivatordiir. Bu protein Hoglp
ve ozmotik soka bagimli bir fosforilasyon gosterir. Baska bir calismada Hotlp’in
siirekli GPD1 promotoruna bagimli oldugu ozmotik sok boyunca Hoglp, Msnlp ile
DNA iizerinde toplandig1 bulunmustur.

Ozmotik stres boyunca Msn2p ve Msndp’ye bagli genlerin en iist seviyede uyarilmasi
Hoglp’yi gerektirir. Bununla birlikte Msn2p ve/veya Msn4p, hem Hoglp hem de
Hotlp’i CTT1 ve HSP12 promotoruna toplar. Bu da Msn2p ve Msn4p’nin HOG yolu
ile olan fonksiyonel iligkisini gostermektedir (O’ Rourke ve ark. 2002).

MAPK HOG yolag: sitrik asit direncini ayarlar (Lawrence ve ark. 2004). HOG MAPK
yolagindaki genlerin delesyonu sonucunda sitrik asit duyarliliginin arttig1 gosterilmistir
(Lawrence ve ark. 2004). Hiicrelerin sitrik asite maruz kalmasi sonucunda Hoglp
fosforlanarak aktif hale gelir. HOG yolaginin uyarilmasi ile trionin-174 ve tirozin-176
nin fosforilasyonu sonucunda MAP kinaz Hoglp aktif hale gelir. Hoglp 300 mM sitrik
asid ya da 0.4 mM NaCl’e maruz kaldiginda fosforlanarak aktif hale gelir (Lawrence ve
ark. 2004).
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Sitrik asit tarafindan HOG yolaginin aktivasyonu ozmotik stres nedeniyle olmaz
(Lawrence ve ark. 2004). HOG yolagi yiiksek ozmolarite ortamina adaptasyonu saglar
ve S. cerevisiae'nin yliksek konsantrasyonda NaCl ve sorbik asit bulunan iireme
ortaminda iiremesini diizenler. HOG yolagimin aktivasyonu yiiksek ozmolarite
ortaminda iiremeye izin veren gliserol konsantrasyonunun hiicre icerisinde artamasina
neden olur. GPD1 geninden kodlanan NAD-bagimli gliserol 3-fosfat dehidrogenaz
enzimi gliserol biyosentezi igin énemli bir enzimdir. Sitrik asite maruz kalma GPD1
geninin ekspresyonunu arttirir. Sitrik asit ozmotik stres mekanizmasindan farkli olarak
HOG yolagimi aktif hale getirir. HOG sinyal yolunun aktivasyonunun Onemli
sonuglarindan biri sitrik asit stresi boyunca hiicre i¢i gliserol iretimidir (Lawrence ve
ark. 2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Saccharomyces cerevisiae Suslar1 ve Genetik Ozellikleri

Yapilan tez ¢aligmasinda kullanilan YST124 (yaban tip), YST159 (Asnfl), YST240
(Ahogl), YST241 (Ahotl), YST299 (Amsn2), YST320 (Awarl) ve YST321 (Ahaal)
suslar1 Frankfurt Universitesi Mikrobiyoloji Enstitiisii’ndeki EUROSCARF S.cerevisiae
koleksiyonundan temin edilip kullanildi. Tez c¢alismasinda kullanilan suslar ve
genotipleri Cizelge 3.1°de verilmistir. S.cerevisiae YST124 susu genomu tiimiiyle
sekanslanmis olup bu arastirma igin herhangi bir mutasyon i¢cermeyen yaban tip standart
sus olarak kullanildi. Diger suslar ise YST124 susu ile izogenik sus olup bu sustan
sirastyla SNF1, HOG1, HOT1, MSN2, WAR1 ve HAA1 genlerinin delesyonu ile elde

edilen mutant suslar olarak kullanildi.

Calismada asit stresinin SUC2 geni transkripsiyonuna etkilerini tayin etmek i¢in Suc2-
LacZ gen flizyonu kullanilmigtir. Bu gen flizyonu daha Onceki ¢aligmalar sirasinda
hazirlanmis olup SUC2 geni promotor bolgesi CYC1-LacZ gen flizyonunun promotor
bolgesi ile degistirilmistir (Tiirkel ve ark. 2003). Suc2-LacZ gen fiizyonu S.
cerevisiae’da ¢ogalma ve seleksiyon igin 2pum replikasyon orijini ve URA3 geni igeren
(2um-URA3) YEp vektorii iizerinde bulunmaktadir (Sekil 3.1). Bu gen flizyonunda
kullanilan SUC2 geni promotor bdlgesinin transkripsiyonunun glukoza bagli olarak
diizenlenmesi i¢in yeterli oldugu daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir (Sarokin ve

Carlson 1985).
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Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslar1 ve 6zellikleri.

Euroscarf ST Lab Kodu

Kodu

Genotipi ve ilgili mutasyonlar

Y00000

Y14311

Y02724

Y06957

Y007117

Y06734

YO07137

YST124

YST159

YST240

YST241

YST299

YST320

YST321

MAT a, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3AO0.
(Haploid, Yaban tip)

MAT a, his341; leu240; met15A0; ura3A0;
YDRA477w::kanMX4

(Asnfl mutanti)

MAT a, ura340; his3A1; leu240; met15A0;
YLR113w::kanMX4

(Ahogl mutantr)

MAT a, ura3A0; his3A1; leu2A0; metl5A0;
YMR172w::kanM X4

(Ahot1 mutanti)

MAT a, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0;
YMRO037c::kanM X4
(Amsn2 mutanti)

MAT a, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0;
YMLO76¢c::kanM X4
(Awarl mutanti)

MAT a, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0;
YPRO008w::kanM X4

(Ahaal mutanti)
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"'I ~._Ura3 promoter

Sekil 3.1: Suc2-LacZ plazmitinin yapisi

3.2. Ureme Ortamu ve Ozellikleri

S. cerevisiae suslar rutin ¢aligmalar i¢in zengin besi yeri olan YP (1% yeast extract, 2%
peptone) ortaminda iiretildi (Guthrie ve Fink 1991). Karbon kaynagi olarak da ilgili
deneylerin sonuglar boliimiinde agiklandigi gibi glukoz baskilamasi i¢in (Repres sartlar)
% 2 (w/v), glukoz baskilamasinin istenmedigi lireme sartlarinda ise (Derepres sartlar) %
0.1 (w/v) glukoz eklendi. Arastirmalar boyunca S. cerevisiae hiicreleri 25-28°C’de,
karistirmal1 etiivde (140 devir/dakika) tiretildi.

B-galaktozidaz aktivitesinin Olgiilebilmesi igin S. cerevisiae suslar1 Sc-Ura (1.7 g/L
YNB, 5 g/L amonyum siilfat) ortaminda (urasil igermeyen minimal sentetik iireme
ortami) {retildi. Tez ¢alismasinda kullanilan besiyerleri ve igerikleri Ek-1’de detayli

olarak verildi.
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3.3. YEp-Suc2-LacZ Plazmitinin Transformasyonu

Yaban tip ve mutant S. cerevisiae suslarina daha 6nce tanimlanan lityum asetat-poli
etilen glikol (PEG) yontemi Kullanilarak Suc2-LacZ plazmiti transforme edildi (Ito ve
ark. 1983). Transformasyon i¢in 5 ml YPD ortamlarina steril kiirdan kullanilarak 4
°C’de muhafaza edilen stok S. cerevisiae suslarindan ekim yapildi ve calkalamali
inkiibatorde 140 devir/dakika hizda ve 30°C’de bir gece boyunca iiretildi. Sivi
kiiltiirdeki S. cerevisiae suslarmin 1 ml’i taze 25 ml YPD ortamina eklendi ve ayni
sartlarda logaritmik asamaya (ODg=0.8-1.0) kadar iretildi. Logaritmik fazdaki S.
cerevisiae hiicreleri santrifiijde 3000 g’de 5 dakika c¢oktiiriildii. Coken S. cerevisiae
hiicreleri stipernatant atildiktan sonra 25 ml steril saf su eklenip vortekslendikten sonra
tekrar santriflyj ile 3000g’de 5 dakika ¢oktiiriilerek yikandi. Siipernatant atilip ¢oken S.
cerevisiae hiicreleri taze 1 ml 0.1M lityum asetat ¢ozeltisinde ¢6ziildii. Siv1 faz atilip
¢oken S. cerevisiae hiicreleri taze hazirlanmis 1ml steril 0.1 M lityum asetat ¢ozeltisinde
siispanse edildi. Mikrofiij tiiplerindeki siispansiyon 10 sn boyunca mikrosantrifiij
cihazinda en yiiksek hizda c¢oktiiriildii. Sonrasinda lityum asetat S. cerevisiae
slispansiyonundan pipet aracilifiyla uzaklastirildt ve 450 pl 0.1 M lityum asetat
eklenerek hiicreler ile tekrar bir siispansiyon olusturuldu. Bu siispansiyondan 50 pl
miktarlik kisim steril mikrofiij tiiplerine alind1 ve en yiiksek hizda tekrar 10 sn boyunca
mikrosantrifiij cihazinda ¢oktiiriildiikten sonra lityum asetat pipetle uzaklastirildi. Daha
sonra mikrofijj tiiplerindeki S. cerevisiae ¢okeltilerinin istiine 5-6 pg denatiire edilmis
herring sperm DNA’s1, 4-5 pg plazmid DNA’s1, 36 pl 1 M lityum asetat, 240 pl PEG ve
60 pl steril saf su ilave edildi. Bu plazmit-maya hiicresi karisimlar1 30°C’de etiivde 30
dakika bekletildi. Daha sonra bu hiicre plazmit karigtmi1 42°C’lik su banyosunda 30
dakika 1s1 sokuna maruz birakildi. Ardindan mikrosantrifiijde 8000 rpm’de 15 sn
¢Oktiiriildii ve transformasyon karigimi mikropipetle uzaklastirildi. Coken S. cerevisiae
hiicreleri 400-500 ul steril saf suda siispanse edildi. Bu hiicre slispansiyonundan 75-100
pl miktarlik kismi urasil icermeyen sentetik tam minimal iireme ortami (SC-Ura + %2
glukoz) petrilerine ekildi ve 30°C’deki etiive birakildi (Ek 1). S. cerevisiae
transformantlariin tiremeleri igin petriler 30°C’de 3-4 giin bekletildi. S. cerevisiae

transformantlarini igeren petriler +4 °C’de saklandi. Suc2-LacZ transformanti koloniler
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belirli biiyiikliige ulastiginda steril kiirdan ile Sc-ura+ %2 glukoz petrilerine yayma

ekimi ile pasajland1 ve 30 °C’de 3-4 giin inkube edilerek iiremeleri sagland.

3.4. Sacharomyces cerevisiae’da p-Galaktozidaz Aktivitesinin Olgiilmesi

-galaktozidaz aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in transformant S.cerevisiae suslart 5 ml
Sc-ura %2 glukoz bulunan besiyerinde iretilerek gecelik 6n kiiltlirler hazirlandi. Sivi
kiiltiirdeki S. cerevisiae suslarmin 1 ml’i taze 5 ml Sc-ura %2 glukoz (repres) ortamina
eklendi ve ayni sartlarda logaritmik asamaya (ODggo=0.8-1.0) kadar iiretildi. Logaritmik
fazdaki S. cerevisiae hiicreleri santrifiijde 3000 g’de 5 dakika ¢oktiiriildii. Coken S.
cerevisiae hiicreleri slipernatant atildiktan sonra 1 ml steril saf su eklenip vortekslenip
mikrosantrifiij tiiplerine aktarilarak mikrosantrifiijde 1 dakika g¢oktiiriilerek yikandi.
Siipernatant atilip ¢oken S. cerevisiae hiicreleri 200 pl break buffer ¢ozeltisinde
¢oziildii. Hiicreleri permeabilize etmek i¢in 20 pl 0,1M SDS ve 20 pl kloroform
eklenerek vortekslendi. Her sus i¢in 3 deney tiipii hazirlandi. Bu deney tiiplerine 980 ul
Z buffer kondu. Igerisinde Z buffer bulunan tiiplere hiicre lizatlarindan 12,5-25 ul
eklendi. Deney tiipleri 30°C su banyosuna konularak 2 dakika 6n inkiibasyona birakildi.
Tiiplere 200 ul ONPG eklendi. Post-it saris1 renk alana kadar beklenerek siire kayit
edildi. Bekleme siiresi sonunda reaksiyon 500 ul 1M sodyum karbonat ilave edilerek
durduruldu ve ¢ozelti absorbansi 420 nm’de belirlendi. B-galaktozidaz aktivitesinin
hesabi i¢in hiicre siispansiyonlarindaki protein konsantrasyonlart da Lowry metoduyla
belirlendi (Lowry ve ark. 1951). Lowry metodu kullanilirken her sus i¢in 1 tane deney
tiipli hazirlanarak tiiplere 180 ul steril saf su eklendi. Steril saf su iizerine daha 6nce
permeabilize edilen hiicre lizatlarindan 20 ul eklendi. 24,5 ml Lowry A, 250 ul Lowry
B1 ve 250 ul Lowry B2 bir beher igerisine konarak Lowry C ¢ozeltisi hazirlandi. 1 ml
Lowry C deney tiiplerine eklenerek 10 dakika oda sicaklifinda beklendi. Bekleme
asamasinda 1 ml su, 1 ml folin (2 N stoktan) eklenerek folin hazirlandi. 10 dakika
sonunda tiiplere 100 pul folin eklenip vortekslendi ve 30 dakika oda sicakliginda
beklendi. Bekleme siiresi sonunda c¢ozelti absorbansi 750 nm’de belirlenerek p-
galaktozidaz aktivitesi hesaplandi. p-galaktozidaz aktiviteleri pargalanan nmol
ONPG/dakika/mg protein olarak verildi.
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Derepres sartlar i¢in logaritmik asamaya kadar iiretilen S. cerevisiae suslar1 3000 g’de 5
dakika ¢oktiirildii. Coken S. cerevisiae hiicreleri siipernatant atildiktan sonra 25 ml
steril saf su eklenip vortekslendikten sonra tekrar santrifiij ile 3000g’de 5 dakika
coktiiriilerek yikandi. Siipernatant atilip ¢6ken S. cerevisiae hiicreleri Sc-ura %0,1
glukoz ortamina eklenerek 4 saat iiremeleri beklendi ve (-galaktozidaz aktiviteleri

belirlendi. .

3.5. Sacharomyces cerevisiae’da Invertaz Aktivitesinin Belirlenmesi

S. cerevisiae suslarinin hiicre dis1 invertaz aktiviteleri de yine daha 6nce tanimlandigi
sekilde belirlendi (Rothe ve Lehle 1998, Goldstein ve Lampen 1975). Bunun igin S.
cerevisiae suslar1 YPD (%1 yeast extract, %2 peptone, %2 glukoz) + 300 mM sitrik asit

tireme ortaminda iiretildi. Repres ve derepres S. cerevisiae hiicreleri daha Once

aciklandig1 sekilde hazirlandi. Logaritmik fazdaki S. cerevisiae hiicrelerinin ODsuo ge
asorbanslari 6lgiildii. Logaritmik fazdaki S. cerevisiae hiicreleri santrifiijde 3000 g’de 4
dakika ¢oktiiriildii. Coken S. cerevisiae hiicreleri siipernatant atildiktan sonra 5 ml
sodyum asetat (pH:5.2) eklenip vortekslendikten sonra tekrar santrifiij ile 3000g’de 5
dakika ¢oktiiriildii. Siipernatant atilip ¢oken S. cerevisiae hiicrelerine 200 pl sodyum
asetat eklenerek stok hazirlandi. 0,684 gr sakkaroz 10 ml steril saf suda ¢oziilerek
sukroz ¢ozeltisi hazirlandi. Mikrosantrifiij tiiplerine 200 ul sukroz konarak tizerine 50 pl
stok hiicre lizatindan eklenerek vortekslendi. 42°C’de reaksiyon i¢in 20 dakika beklendi.
Bekleme siiresi sonunda 50 ul pH:8,8 1M tris eklenerek reaksiyon durduruldu. invertaz
aktivitesini belirlemek i¢in reaksiyon sonucunda olusan glukoz miktarlar: tayin edildi.
Glukoz tayini i¢in spektrofotometrik yontem olan Glukoz oksidaz-Peroksidaz (GOD-
POD) yontemi kullanildi. Yoéntemin uygulanmasinda GOD-POD glukoz tayin Kiti
iireticisi firmanin (Spinreact-Ispanya) verdigi deneysel kosullar kullanild1 (Goldstein ve
Lampen 1975).

Toplam invertaz (periplazmik + sitoplazmik invertaz) aktivitesinin belirlenmesi igin
hiicreler YP + % 0.1 glukoz + 300 mM sitrik asit pKa3 (pH:5.4) de 2 saat derepres
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edildi. Stok hiicre ¢ozeltisine 20 pul SDS ve 20 ul kloroform eklenerek hiicreler

permeabilize edildi. Permeabilize edilen hiicrelerde toplam invertaz aktivitesi belirlendi.

3.6. Zayif Asit Stresinin Uygulanmasi

Sitrik asit tri-protik asit oldugundan 3 farkli pKa degeri vardir. Bunlar pKal: 3.08,
pKa2: 4,74, pKa3: 5.40°dir. Sitrik asitin farkli konsantrasyonlarinin ve farkli
pKa’larmin SUC2 geni ekspresyonuna ve invertaz aktivitesine etkilerini belirlemek i¢in
once 3 farkli pH’da 1.5 M stok sitrik asit ¢ozeltisi hazirlandi ve 0.45 mM filtre ile steril
edildi. Bu stok sitrik asit ¢ozeltisinden repres ve derepres sartlarda iiretilen logaritmik
asamadaki S. cerevisiae kiiltiirlerine son konsantrasyonlar1 25 mM (83 pl), 50 mM (166
ul), 100 mM (332 pl), 200 mM (664 pl) ve 300 mM (1 ml) olacak sekilde ilave edildi.
Sitrik asit ilave edilen maya kiiltiirleri standart sartlarda 4 saat iretildi. Daha sonra [3-

galaktozidaz veya invertaz aktivitelerinin tayini i¢in kullanildu.
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4. BULGULAR

4.1. Zayif Asit Stresinin Invertaz Aktivitesine EtKisi

Zayif organik asit stresinin SUC2 geni ekspresyonuna ve invertaz aktivitesine etkilerini
incelemek i¢in asidite kaynagi olarak gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan sorbik
asit, benzoik asit, asetik asit ve sitrik asit secildi. Ureme ortaminda verilen
konsantrasyonlarda bulunan sorbik asit ve benzoik asitin invertaz aktivitesinde dnemli
bir degisiklige neden olmadigi bulundu. Asetik asitte boliim 2’de belirtildigi lizere

apoptoza neden oldugu i¢in ¢alismalara sadece sitrik asit ile devam edildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Benzoik asit, sorbik asit ve sitrik asitin invertaz aktivitesine etkileri

1200 A

1000
800 -
600 -

400 -

200 | -
Ay

Repres Derepres ~ DR+Benzoat  DR+Sorbat DR+ Sitrik Asit
(1mg/ml)  (0.5mg/ml) (300 mM)

invertaz Aktivitesi

Sitrik asit triprotik organik asit olup 3 farkli pKa degeri vardir (pKal:3.08, pKa2: 4.74,
pKa3: 5.40). Bu 3 farkli pKa degerlerinin invertaz aktivitesine etkileri belirlendi ve
pKa3: 5.40’1n invertaz aktivitesine en fazla etkide bulundugu belirlendi. pKa3 degerinde

invertaz aktivitesinde asitsiz ortama gore yaklasik 9 kat azalma oldugu goriildii (Cizelge
4.2).
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Cizelge 4.2. 3 farkli pKa da sitrik asitin invertaz aktivitesine etkisi

M Repres M Derepres

1200
1000

800

z--].l.l.-

Asitsiz pKalPH:3.5 pKa2 PH:4.74 pKa3 PH:5.40

invertaz Aktivitesi

Sitrik asitin invertaz aktivitesine etkisinin pKa3’de en etkin oldugu belirlendikten sonra
farkl: sitrik asit konsantrasyonlari denenerek etkin konsantrasyon belirlendi. Bunun i¢in
stok sitrik asit ¢ozeltisinden lireme ortamlarina 25 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM ve
300 mM olacak sekilde sitrik asit eklendi. 300 mM sitrik asit konsantrasyonunda
invertaz aktivitesinde yaklagik 10 kat azalma oldugu goriildii (Cizelge 4.3). Lawrence
ve arkadaslar1 (2004) tarafindan yapilan ¢alismada 200 mM, 300 Mm ve 400 mM sitrik
asit konsantrasyonlar1 denenmis ve sitrik asitin toksik olmayan 300 mM konsantrasyonu

bu calismada kullanilmistir.
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Cizelge 4.3. Sitrik asitin farkli konsantrasyonlarinin invertaz aktivitesine etkisi

1400 ]

1200 -

800 -
600 -
400 -
. .\
Nz 2 | | | | | |

S
(=

invertaz Aktivitesi

Repres Derepres  DR+25mM  DR+50 mM DR+100 mM DR+200 mM DR+300 mM
Sitrik Asit ~ Sitrik Asit  Sitrik Asit  Sitrik Asit  Sitrik Asit

Bu sonuglar dogrultusunda tiim deneylere pKa3’de (pH:5.40) 300 mM sitrik asit
konsantrasyonunda devam edildi.

4.2. Zayif Asit Stresinde msn2, hogl, haal, warl’in invertaz Aktivitesine Etkileri

Bolim 2’de belirtildigi iizere asit stresine yanitta Msn2p, Hoglp, Haalp, Warlp
transkripsiyon faktorleri yer alir. Yaban tip ve Amsn2, Ahogl, Ahaal, Awarl delesyonlu
mutantlarda repres, derepres ve derepres 300 mM sitrik asit ortamlarinda invertaz
aktiviteleri belirlendi. Sitrik asit bulunmayan ortamda derepres sartlarda yaban tip ve
tiim mutantlarda invertaz aktivitelerinin ayn1 oldugu goriildii. Derepres 300 mM sitrik
asit sartlarinda ise Amsn2, Ahaal, Awarl mutantlarinda invertaz aktivitelerinde 6nemli
bir etki goriilmezken, Ahogl mutantinda invertaz aktivitesinde yaklasik ii¢ kat azalma

goriildii ve deneylere Ahogl mutantiyla devam edildi (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. msn2, hogl, haal, warl'in Invertaz Aktivitesine Etkisi

M Repress M Derepress M DR+300 mM Sitrik Asit

1000 -
900 -
800 -
700 -
600 -
500 -+

400 -

invertaz Aktivitesi

300 -

200 -

100 A

YST124 (WT)  YST240 (hog) YST299 (msn2) YST320 (warl) YS5T322 (haa1)

4.3. HOG Sinyal Iletim Yolunun invertaz Aktivitesine EtKisi

Bolim 2’°de belirtildigi gibi MAPK HOG yolag sitrik asit direncini kontrol etmektedir
(Lawrence ve ark. 2004). Msnlp, Msn2p, Msndp, Hotlp, Skolp ve Smplp gibi
transkripsiyon faktorleri Hoglp MAPK’nin kontrolii altindadir (Alepuz ve ark. 2003).
HOG MAPK yolagindaki genlerin delesyonu sonucunda sitrik asit duyarliliginin arttig1
gosterilmistir (Lawrence ve ark. 2004). Bu bilgiler dogrultusunda repres, derepres,
derepres 300 mM sitrik asit sartlarinda yaban tip ve Ahogl, Ahotl delesyonlu
mutantlarda invertaz aktivitesi tayin edildi. Derepres 300 mM sitrik asit sartlarinda
derepres sartlara gore Ahotl mutantlarinda invertaz aktivitesinde etki goriilmezken
yaban tip ve Ahogl mutantinda invertaz aktivitesinde yaklasik 13 kat azalma goriildii.
Repres sartlarda glukoz baskilamasindan dolay1 beklenildigi sekilde hem yaban tip
hemde mutant suslarda invertaz aktivetisinin diisiik oldugu goriildi (Cizelge 4.5).

Hotlp’nin ise SUC2 ekspresyonuna etkisi olmadig goriildii.
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Cizelge 4.5 HOG sinyal iletim yolunun invertaz aktivitesine etkisi

mYST124 (WT) ®mYST240 (hogl) = YST241 (hotl)

1400 -
1200 -
1000 -

600 -

Invertaz Aktivitesi

Repress Derepress DR+ 300 mM Sitrik
Asit PH:5.4

4.4. Zayif Asit Stresinin SUC2 Geni Transkripsiyonuna Etkisi

SUC2 geninin transkripsiyonel kontrolii glukoz baskilamas1 ile yapilmaktadir. Ureme
ortaminda yiiksek glukoz varliginda SUC2 geni transkripsiyonu baskilanir. Baskilama
isleminde Miglp kompleksi, Snflp ve niikleozomlar gérev alir. Ureme ortamindaki
glukoz azaldiginda ya da hiicreler yiiksek glukoz bulunan ortamdan alinip alternatif
karbon kaynagi bulunan ortama kondugunda glukoz baskilamasi kalkar ve SUC2
geninden transkripsiyon yapilir (Ronne 1995, Carlson 1998).

Zayif asit stresinin SUC2 genine etkilerini belirlemek i¢in deneyler yaban tip ve
Asnfl, Ahogl, Ahotl mutantlariyla repres, derepres ve derepres 300 mM sitrik asit
ortamlarinda gerceklestirildi. Repres sartlarda SUC2 geni glukoz baskilamasi altinda
oldugu icin repres sartlarda SUC2 geni transkripsiyonun diigsiik seviyede oldugu
goriildii. Derepres sartlarda ise SUC2 geninden transkripsiyonun gerceklestigi goriildii.
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Cizelge 4.6. Sitrik asitin SUC2 geni transkripsiyonuna etkisi

M Repress M Derepress DR+ 300 mM Sitrik Asit

6000 -

5000 -

4000 -

3000 -

2000 -

1000 - l
4 _-. . .

0 .
YST124 (WT)  YST159 (snfl) YST240 (hogl) YST241 (hot1)

B-Gal Unitesi

SUC2 geninin derepres olmasi ve dolayisiyla SUC2 geninden transkripsiyonun
yapilabilmesi i¢in Snflp gereklidir. Bu nedenle Asnfl mutantlarinda derepres ve
derepres 300 mM sitrik asit sartlarinda SUC2 geni transkripsiyonu olduk¢a diisiik
seviyede yapilmaktadir. Derepres 300 mM sitrik asit ortaminda yaban tip ve Ahotl
mutantinda SUC2 geni transkripsiyonunda 4-5 kat artis, Ahogl mutantinda ise 3 kat
azalis gozlendi. Bu sonug SUC2 geninden transkripsiyonun yapilabilmesi i¢in Hog!'in

gerekli oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.6).

4.5. Zayif Asit Stresinin Toplam Invertaz Aktivitesine Etkisi

Elde edilen sonuglarda Ahogl disinda yaban tip ve Ahotl mutantinda sitrik asitin SUC2
geni transkripsiyonunu arttirdigi, invertaz aktivitesini ise azalttigi gozlendi. Invertaz

enziminin sitoplazmik form ve hiicre disina salgilanan form olmak tizere iki formu
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vardir. Sukrozun hidrolizinde salgilanan form goérev alir ve daha 6nce belirtilen invertaz
aktiviteleri salgilanan invertaz enzimi aktivitesi belirlenerek verildi. Sitirik asitin SUC2
geni transkripsiyonunu arttirdigi gozlendikten sonra Ssitrik asitin toplam invertaz
aktivitesine etkisi belirlendi (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Toplam invertaz aktivitesinin 6l¢imii

mYST124 (WT) mYST240 (hogl) mYST241 (hotl)
1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -

invertaz Aktivitesi

200 -

Derepress DR+ 300 mM Sitrik DR+ 300 mM Sitrik
Asit Asit (Toplam invertaz)

Toplam invertaz aktivitesinin belirlenebilmesi igin hiicreler SDS ve kloroformla
permeabilize edildi. Yaban tip ve Ahogl mutantinda toplam invertaz aktivitesinde 2 kat

artig goriliirken Ahotl mutantinda 2 kat azalma goriildi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Invertaz enzimi endiistriyel alanda yaygmn olarak kullanilmakta olup SUC2 geni
tarafindan  kodlanmaktadir. Invertaz enzimi sukroz ve rafinozun hidrolizini
gerceklestirir. SUC2 geninin transkripsiyonu glukoz baskilamasi ile diizenlenir. Ureme
ortaminda glukoz konsantrasyonu yiiksek oldugunda SUC2 geni baskilanir. Ureme
ortaminda yliksek konsantrasyonlarda glukoz varliginda transkripsiyonu baskilayici
faktorler olan Miglp-Tuplp-Ssn6p kompleksi, Hxk2p-Med8p kompleksi ve Gcerlp
kompleksleri SUC2 promotoruna baglanarak transkripsiyonun tiimii ile baskilanmasini
saglamaktadirlar. Ayrica SUC2 geni transkripsiyonunun baskilanmasi (repres edilmesi)
icin promotor bolgesinde niikleozomlarin bulunmasinin da gerekli oldugu gosterilmistir

(Bu ve Schmidt 1998, Wu ve Winston 1997).

Arastirmada hem yaban tip hem de asit stres metabolizmasinda transkripsiyon faktorii
olarak yer alan Hotlp, Msn2p, Haalp, Warlp mutant suslar1 ve ayrica stres yanitinda
yer alan protein kinazlar olan protein kinazlar olan Hoglp, Snflp mutant suslari
kullanilarak sitrik asit (E330), benzoik asit (E211) ve sorbik asitin (E202) S.

cerevisiae’da invertaz aktivitesine ve SUC2 geni transkripsiyonuna etkileri incelendi.

Sorbik asit, benzoik asit, asetik asit, sitrik asit gibi zayif organik asitler endiistriyel
alanda tlireme ortamlarinda dogal olarak bulunabilecekleri gibi ¢cogunlukla mikrobiyal
tiremeyi engellemek amaciyla gida katki maddesi olarak da yaygin kullanilmaktadirlar.
Bu zayif asitler S. cerevisiae hiicrelerinde asit stresi olarak tanimlanan metabolik yaniti
olustururlar. Bu metabolik yanitta transkripsiyon faktorleri olan Msn2p, Haalp, Warlp,
Hoglp gibi transkripsiyon faktorleri yer almaktadir.

Msn2p genel stres yanitinda gorev alarak bir¢ok genin transkripsiyonunu kontrol

etmektedir. Mayanin asetik asit ve propiyonik asite hizli adaptasyonu igin
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transkripsiyon faktorii olan Haalp gereklidir (Fernandes ve ark. 2005). Ozellikle Haalp
dogrudan ya da dolayli olarak, spesifik olarak, asetik asit ile indiiklenen gen ifadesini
yaklagik olarak % 80 diizenler (Mira ve ark. 2010a,b,c, 2011).

Transkripsiyon faktdrii olan Warlp, Pdr12p nin stres kosullarinda diizenleyicisi olarak
tammmlanmistir (Kren ve ark. 2003). Asetik asit, benzoik asit direncinde 6nemli bir

etkiye sahiptir.

HOG MAPK yolag: ise hiper ozmotik streste aktif hale gelerek maya hiicrelerinde
gliserol sentezini saglayip hiicrelerin stresi tolere edebilmesi icin gereklidir.
Hiperozmotik stres, hiicre zarindaki Slnlp ve Sholp reseptorleri ile algilanip
sitoplazmadaki MAPKKK ’lara aktarilir. Sonucta Hoglp fosforlanarak niikleusa gecer
ve ilgili transkripsiyon faktorlerine etki ederek, ozmotik strese yanit olarak bazi genlerin
transkripsiyonlarinin aktive edilmesini saglar (Mager ve Siderus 2002). MAPK HOG
yolag sitrik asit direncini diizenler (Lawrence ve ark. 2004). Hiicrelerin sitrik asite

maruz kalmasi sonucunda Hoglp fosforlanarak aktif hale gelir.

Arastirmada elde edilen sonuglarda sorbik asit ve benzoik asitin invertaz aktivitesine
onemli derecede etki etmedigi, sitrik asitin ise invertaz aktivitesine yaklasik olarak 10
kat etki ettigi belirlendi. S. cerevisiae’nin standart laboratuvar susu olarak kullanilan
BY4741 susunda derepres sartlarda sorbik asit ve benzoik asit varliginda yaklagik

olarak ayni seviyede invertaz aktivitesi tayin edildi.

Sitrik asit triprotik organik asit olup 3 farkli pKa degeri vardir (pKal:3.08, pKa2: 4.74,
pKa3: 5.40). Bu ii¢ farkli pKa degerinden pKa3’iin invertaz aktivitesine en fazla etki
ettigi goriildii. pKa3’te farkli konsantrasyonlarda sitrik asit {ireme ortamina eklenerek
300 mM sitrik asitin en etkin konsantrasyon oldugu goriildii ve caligmalara pKa3

pH:5.40 300 mM sitrik asit ile devam edildi.
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Transkripsiyon faktoérleri olan hogl, msn2, haal, warl mutant suslari kullanilarak bu
transkripsiyon faktorlerinin repres, derepres, derepres 300 mM sitrik asit sartlarinda
invertaz aktivitelerine etkileri belirlendi. Derepres sartlarda yaban tip ve tim
mutantlarda invertaz aktivetilerinin aynmi oldugu goriildii. Derepres 300 mM sitrik asit
sartlarinda Amsn2, Ahaal, Awarl mutantlarinda invertaz aktivitelerinde énemli bir etki
goriilmezken, Ahogl mutantinda invertaz aktivitesinde yaklasik ii¢ kat azalma goriildii
ve deneylere Ahogl mutantiyla devam edildi. YEASTRACT veri tabaninda yaptigimiz
analizde SUC2 promotorunda asit stres yamiti ile aktive edilen transkripsiyon
faktorlerinden birisi olan Haalp’nin normal sartlarda veya asit stresi sartlarinda da
SUC2 transkripsiyonunda yer almamasi kayda deger Onemli bir sonug¢ olarak
goriilmektedir  (www.yeastract.com/findregulators.php?type=pot&genes=YI1L162W,
2016). Bir transkripsiyon faktoriiniin ilgili promotorlarda baglanma dizisinin olmasi o
transkripsiyon faktoriiniin ilgili genin transkripsiyonel regiilasyonunda mutlaka yer

almasi1 gerekmedigini gosteren bir sonugtur.

HOG sinyal iletim yolunun invertaz aktivitesine etkisini belirlemek amaciyla yaban tip
ve Ahogl, Ahotl delesyonlu mutantlarda repres, derepres, derepres 300 mM sitrik asit
sartlarinda invertaz aktiviteleri belirlendi. Repres sartlarda glukoz baskilamasindan
dolay1 beklenildigi sekilde hem yaban tip hemde mutant suglarda invertaz aktivetisinin
diisiik oldugu goriildii. Derepres 300 mM sitrik asit sartlarinda Ahotl mutantlarinda
invertaz aktivitesinde azalma veya artig goriilmezken yaban tip ve Ahogl mutantinda
invertaz aktivitesinde yaklasik 13 kat azalma goriildi. Bir gesit protein kinaz olan
Hoglp’nin hedef genler iizerine etkisini gosterdigi faktorlerden birisi de transkripsiyon
faktorti Hotlp’dir. Hoglp tarafindan fosforlanan Hotlp hedef genlerin promotorlarinda
spesifik olarak baglandig1 dizileri taniyip baglanir ve ilgili genlerin transkripsiyonunu
aktive eder (Gomar-Alba ve ark. 2015). Hotlp’nin SUC2 geni promotor dizisi ilizerinde
baglanma dizisi (5'-GGGACAAA-3") henliz YEASTRACT veri tabaninda yer
almamaktadir (www.yeastract.com/findregulators.php?type=pot&genes=YIL162W, 2016).
Hotlp’nin direkt olarak SUC2 geni promotoruna baglandigi da deneysel olarak
gosterilmemistir. Bu durumda HOG sinyal yolaginin baslica aktivatorii olan Hotlp’nin

asit stresine yanit olarak SUC2 geni transkripsiyonunun kontrol edilmesinde yer
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almamas1 da sasirtict olmamalidir. Hoglp’nin aktive ettigi Onemli transkripsiyon
faktorlerinden birisi  Skolp’dir ve bu transkripsiyon faktoriiniin  SUC2 geni
transkripsiyonunun aktivasyonunda yer aldigi daha once rapor edilmistir (Proft ve
Struhl 2002). Stres sartlarinda Hoglp’nin Skolp’yr fosforile ederek aktive ettigi ve
bunun da ilgili promotorlara SAGA histon asetilaz ve SNF/SWI niikleozom remodeling
kompleksini tasiyip ¢ok hizli bir sekilde transkripsiyonel aktivasyona yol actigi agikca
gosterilmistir (Proft ve Struhl 2002). Bu bilgiye bagli olarak aragtirmada incelenen
SUC2 promoturunun sitrik asite bagli olarak aktivasyonunda da Hoglp’nin Skolp ve
kromatin modifiye edici faktorler aracilig1 ile gerceklestigini 6ne stirmek miimkiindiir.
Proft ve Struhl (2002) tarafindan yapilan incelemede stres ile aktive edilen Hoglp ve
Skolp’ye bagl promotorlar olarak GRE2 (Isoflavanoid reduktaz benzeri), AHP1 (Alkyl
HydroPeroxide reductase) ve HAL1 (Halotolerans 1) incelenmistir. SUC2 geninin asit
stresi sartlarinda Hoglp’ye bagli olarak aktive edildigi konusunda literatiirde heniiz bir
caligmaya rastlanmamistir. SUC2 geninin transkripsiyonel olarak aktivasyonu igin
kromatin modifiye edici faktorlerin gerekli oldugu da daha onceki arastirmalarda
gosterilmistir (Bu ve Schmidt 1998, Wu ve Winston 1997). SGD kayitlarinda yapilan
incelemede Hoglp’nin ¢ok sayida kromatin modifiye edici faktorler ile etkilestigi de
goriilmektedir. Ahogl mutantlarinda SUC2 geninde derepresyon tam olarak
gerceklesmektedir. Snflp’nin Hoglp aktivitesi i¢in gerekli oldugu goriilmektedir. SUC2
geni derepresyonu i¢in Snflp’nin tek basina yeterli olmadigin1 Hoglp’ninde gerekli

oldugunu gostermektedir.

Zayif asit stresinin SUC2 genine etkilerini belirlemek amaciyla yaban tip ve
Asnfl, Ahogl, Ahotl mutantlarinda repres, derepres ve derepres 300 mM sitrik asit
ortamlarinda [-galaktozidaz aktiviteleri belirlenerek SUC2 geninden yapilan
transkripsiyon seviyesi belirlendi. Repres sartlarda SUC2 geni glukoz baskilamasi
altinda oldugu icin SUC2 geni transkripsiyonun diisiik seviyede oldugu gorildii.
Derepres sartlarda ise SUC2 geninden transkripsiyonun gergeklestigi goriildii. Miglp
kompleksinin  fosforlama olaym1  Snfl protein kinaz  kompleksi  (Snflp)
gerceklestirmektedir. SUC2 geninin derepres olmasi ve dolayisiyla SUC2 geninden

transkripsiyonun yapilabilmesi igin Snflp gereklidir. Bu nedenle Asnfl mutantinda
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derepres ve derepres 300 mM sitrik asit sartlarinda SUC2 geni transkripsiyonu olduk¢a
diisiik seviyede yapilmaktadir. Derepres 300 mM sitrik asit ortaminda yaban tip ve
Ahotl mutantinda SUC2 geni transkripsiyonunda 4-5 kat artig, , Ahogl mutantinda ise 3
kat azalis gozlendi. Bu sonug¢ SUC2 geninden transkripsiyonun yapilabilmesi i¢in Hogl
in gerekli oldugunu gostermektedir. Daha Onceki ¢alismalarda Hogl’in SUC2
transkripsiyonu i¢in gerekli oldugu gosterilmemistir. S. cerevisiae’nin hem laboratuvar
susu (BY4741) hem de endiistriyel suslarinda (ekmek iiretiminde kullanilan) ozmotik
stresin etkileri incelenmistir. Fakat ozmotik stresin SUC2 geni transkripsiyonuna
etkilerinin incelendigi ¢calismada Hoglp’nin etkileri rapor edilmemistir ( Tiirkel 2000,
Tiirkel ve Turgut 2002). Derepres sartlarda Snflp’nin SInlp, Sholp veya dogrudan
Hoglp’yi aktif hale getirip Skolp basta olmak {izere gesitli transkripsiyon faktorleri
yardimiyla SUC2 genini aktif hale getirdigi diistiniilmektedir.

S. cerevisiae’ da invertaz periplasmik alanda, sitoplazmada bulunabildigi gibi
endoplazmik retikulum ve golgi organellerinde de bulunmaktadir. Elde edilen veriler
periplazmik alanda bulunan sukrozun hidrolizinde gorev alan aktif invertaz aktivitesini
gostermektedir. Sitrik asit bulunan ortamda yaban tip ve bazi mutantlarda SUC2 geni
transkripsiyonu artip invertaz enzim aktivitesinin azalmasi nedeniyle toplam invertaz
aktivitesi belirlendi. Yaban tip ve Ahog mutantinda toplam invertaz aktivitesinde artig
goriildii. Bu sonugda sitrik asitin SUC2 geni tarafindan sentezlenen invertaz enziminin
sekresyonunu veya sentezlenen enzimin aktif hale doniismesini engelledigini veya
enzimin endoplazmik retikulum ve golgi organlarinda biriktigini gostermektedir. Ahot
mutantinda ise toplam invertaz aktivitesinde azalma goriildi. Bu sonucun ise
periplasmik alanda, sitoplazmada, endoplazmik retikulum ve golgi organlarinda invertaz

enziminin farkli seviyelerde bulunmasindan dolay1 gortildiigii diisiiniilmektedir.
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EKLER

EK 1: Besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1:YPD (Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz)

YPD besiyeri S. cerevisiae igin tam, segici olmayan lireme ortami olarak kullanildi.
YPD besi yeri hazirlamak i¢in Yeast ekstrakt: 10 g/L, Pepton: 20 g/L alinip distile suda
¢oOziildii ve otoklavda 121°C’de 25 dakika steril edildi. YPD petrilerini hazirlamak igin
s1v1 besiyerine 20 g/L olacak sekilde agar agar eklendi. Ureme ortaminda karbonhidrat
kaynagi olarak kullanilan glukoz %20’lik stok ¢ozelti halinde hazirlandi ve 121°C’de 25
dakika otoklavda steril edildi. Kullanimdan hemen Once {ireme ortamina son

konsantrasyonu %2 olacak sekilde ilave edildi.

2: Sentetik tam-urasil iireme ortanm (Sc-Ura)

Sc-ura S. cerevisiae transformantlari i¢in segici besiyeri olarak kullanildi. 1.7 g/L YNB,
5 g/L amonyum siilfat distile suda ¢oziildii ve 121°C’de 25 dakika siireyle olarak
otoklavda sterilize edildi. Sc-ura kati besiyeri i¢in son konsantrasyon 20 g/L olacak
sekilde agar agar eklenerek 121°C’de 25 dakika siireyle otoklavlandi. Aminoasit
kaynagi olarak filtre sterilizasyon yontemiyle sterilize edilmis urasil igermeyen
aminoasit karigimi (Sc-ura, Sigma Y-1501) son konsantrasyon 1.92 gram/litre olacak

sekilde kullanimdan hemen Once iireme ortamina ilave edildi.

3: Lityum Asetat

Lityum asetat S. cerevisiae’da Suc2-LacZ plazmiti transformasyonu igin kullanildu.
Steril saf suda 1 M stok olarak hazirlandi, 0.45 pm por ¢apli membran disk filtre ile

steril edildi.
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4: %50 Polietilen Glikol (PEG)

S. cerevisiae transformasyonu igin kullanildi. Kat1 Polietilen Glikol (Ma. 3500) distile
suda %50’lik stok ¢ozelti olarak hazirlandi, otoklavda steril edildi.

5: Lizis tampon ¢ozeltisi

Bu tampon ¢ozelti S. cerevisiae transformantlarini siispanse etmek i¢in kullanildi. 100
mM Tris.HCI (pH: 8), 1 mM DTT (1,4-Dithio-DL-threitol), %20 Gliserol ve 4 mM
PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride) ¢ozeltisi steril distile su ile hazirland1 ve
+4°C’de saklandi.

6: Z tampon c¢ozeltisi (Z Buffer)

B-galaktozidaz enzimatik aktivitesi boyunca tampon ¢6zelti olarak kullanildi. 60 mM
Na;HPO,4.7H,0, 40 mM NaH,PO4.H,0, 10 mM KCI, 1 mM MgS0O,.7H,0 ve 50 mM -

Merkepto etanol ¢ozeltisi steril distile su ile hazirland1 ve +4°C’de saklandi.

7: Lowry Cozeltisi
Hiicre lizatlarindaki protein konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanildi.

- Lowry A ¢ozeltisi: 20g Na2CO3 ve 4g NaOH toplam hacim 1 litre olacak
sekilde distile suda ¢oziildii.

- Lowry B1 ¢ozeltisi: 1 gram CuSO4 toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile

suda ¢oziildii.

- Lowry B2 ¢ozeltisi. 2 gram Sodyum potasyum tartarat toplam hacim 100 ml

olacak sekilde distile suda ¢oziildi.

Lowry C her deneyde taze olarak stok ¢dzeltilerden hazirlandi: 24.5 ml Lowry
A, 250 pl Lowry B1, 250 pl Lowry B2 karistirildi ve hemen kullanildi.
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Ek 2: g- Galaktozidaz aktivitesinin hesaplanmasi

S.cerevisiae transformantlarnin transkripsiyonlari sonucu LacZ fiizyonlarindan
sentezlenen B-galaktozidaz enzimlerinin aktiviteleri asagidaki formiile gore hesaplandi.

B-gal {initesi;

[0D,,, X 1.7] / [0.0045 X Protein Konsantrasyonu X Reaksiyondaki Lizat Hacmi X
Zaman]

0D,,, . Sar1 rengin absorbansi

1.7: Sar1 rengin bulundugu tiipiin hacmi (980ul Z buffer, 200ul ONPG, 500 ul NaC0;)
0.0045:ONPG’nin molar absorbsiyon katsayisi

Protein konsantrasyonu: mg/ml

Lizat hacmi: Degisken (ml)

Zaman: Sar1 rengin olustugu zaman (dk)

B-galaktozidaz aktivitesi hesaplanmasinda yukaridaki formiil excel tablosuna
doniistiiriilerek kullanilmigtir. Aktivite dakikada 1 mg protein tarafindan hidroliz edilen
nmol ONPG (nmol ONPG/dk/ mg protein) cinsinden verilmistir.
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