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III

OZET

Non-Histon Proteinleri ve Transkripsiyon Mediatorlerinin HX7 Genleri

Transkripsiyonunun Diizenlenmesine Etkilerinin Analizi

Saccharomyces cerevisiae’da HXT2 ve HXT4 genleri glukozun alimi igin gerekli olan
iki farkli transporter kodlar. Bu arastirmada mutant maya suslar1 kullanilarak, kromatin
yapisini degistiren faktorlerin HX72 ve HXT4 genleri transkripsiyonuna etkileri aragtirildi.

HXT2 ve HXT4 genlerinin transkripsiyonal aktivasyonlarinin tamamen non-histon
proteinleri olan Nhp6A/B’ye bagh oldugu bulundu. Anhp6A4/B mutant maya susunda HX72
ve HXT4 genleri transkripsiyonunda yaklasik olarak 5-10 kat azalma belirlendi. Bu sonuglara
ek olarak, Anhpl0 mutantinda HXT72 transkripsiyonunda 2 katlik bir azalmanin olmasi,
Nhp10p’nin HXT2 geni transkripsiyonunun aktivasyonu igin gerekli olabilecegini gosterdi.
SAGA kompleksinin HXT2 ve HXT4 transkripsiyonlarina etkileri Asp¢7 mutant maya susu
kullanilarak arastirildi. Asp¢7 mutant maya susunda HX74 geni transkripsiyonunun yaklasik
olarak 20 kat azaldig1 bulundu. HX74’den farkli olarak, HX7?2 geni transkripsiyonunun Aspt7
mutantinda sadece 2 kat azaldig1 bulundu.

Maya mediatdr kompleksinin HX72 ve HXT4 genleri transkripsiyonuna etkileri de
analiz edildi. HXT4’iin hem bazal hemde aktive edilmis transkripsiyonunun Amed2 mutant
susunda 10-15 kat azaldig1 bulundu. Fakat HX72 transkripsiyonu Amed2 mutantinda sadece 2
kat azaldi. Diger bir mediatdr olan Stbl10’un HX72 ve HXT4 genleri transkripsiyonuna
onemli bir etkisi olmadig1 bulundu.

Bu sonuclar, daha onceden belirlenen transkripsiyon faktorlerine ek olarak HXT72 ve
HXT4 genlerinin transkripsiyonlarinin SAGA kompleksi, Nhp6A/B ve Med2p ile

diizenlendigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Transkripsiyon, Niikleozom, Glukoz transportu, HXT genleri, S.

cerevisiae, Kromatin faktorleri.
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ABSTRACT

Analysis of the Effects of non-histone proteins and transcriptional mediators on the

regulation of HXT genes transcription

In the yeast Saccharomyces cerevisiae, HXT2 and HXT4 genes encodes two different
glucose transporters which are required for the glucose uptake. In this research, the effects of
chromatin modifying factors on the HX72 and HXT4 genes transcriptions were investigated
by using mutant yeast strains.

It was found that transcriptional activation of HX72 and HXT4 are completely depends
on the non-histone proteins Nhp6A/B. Approximately 5-10 fold decrease was determined in
the transcription of HX7T2 and HXT4 genes in Anhp6A/B mutant yeast cells. In addition to this
results, 2 fold decrease in the transcription of HX7?2 in Anhp10 mutation indicated that Nhp10
may be required for the activation of HX72 genes. The effects of SAGA complex on the
HXT2 and HXT4 transcriptions were investigated using Asp¢7 mutant yeast strain. It was
found that the transcription of HX74 decreased approximately 20-fold in Aspt7 mutant yeast
strain. Unlike HXT4 transcription, HX72 transcription decreases 2-fold in Asp¢7 mutants.

The effects of yeast mediator complex on the transcription of HX72 and HXT4 were
also analysed. It is found that both basal and activated transcription of HX74 decrease 15 fold
in the Amed?2 mutant yeast strain. But, transcription of HX72 decreased only 2-fold in Amed2
mutant strain. It was also found that, Srb10p, which is another mediator protein, doesn’t have
any significant effect on HX72 and HX74 genes transcription.

These results indicated that the transcription of HX72 and HXT4 genes are
regulated by SAGA complex, Nhp6A/B and Med2p, in addition to previously identified

regulatory transcription factors.

Key words: Transcription, Nucleosome, Glucose transport, HXT genes, S. cerevisiae,

Chromatin factors.
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1. GIRIS

Eukaryotlarda DNA’nin niikleozomlarla siki paketlenmis kromatin yapisi
seklinde bulunmasi, transkripsiyon faktorlerinin genlerdeki promotor bolgelerine
baglanmasini engelleyen Onemli bir faktordiir (Wu ve Grunstein 2000). Genlerden
transkripsiyonun  baslatilabilmesi i¢in ilk Once kromatin yapisinin agilmasi
gerekmektedir. Kromatin yapisini modifiye eden veya niikleozomlarin yerlerini
degistiren kompleksler S. cerevisiae’da kesfedilmistir. Bunlardan en Onemlileri
niikleozomlarin kromatinden ayrilmasini saglayan ve histon asetil transferaz aktivitesine
sahip olan SAGA kompleksi ve histonlarin deasetillenmesini saglayip kromatin
olusumunu saglayan HDAC kompleksleridir (Yang ve Seto 2003, Timmers ve Tora
2005). Bunlara ek olarak non-histon proteinler ve transkripsiyon represorleri de

genlerden transkripsiyon yapilmasini engelleyebilir.

S. cerevisiae kromatin yapisinin genlerden yapilan transkripsiyona etkilerinin
aragtirilmasi i¢in iyi bir model sistem olmustur. S. cerevisiae’nin eukaryotik bir
organizma olmasi, mutant izolasyonunun kolay ve iiremenin hizli olmasi bu
organizmanin eukaryotlarda transkripsiyonun biyokimyasal ve genetik analizi i¢in ideal
bir in vitro sistem olarak tercih edilmesine neden olmustur. Transkripsiyonun
kontroliinde kromatin faktorlerinin etkilerinin analizinde de S. cerevisiae’da baz1 genler
model sistem olarak kullanilmistir. SUC2 geninden yapilan transkripsiyonun
niikleozomlarla baskilandigi uzun siire 6nce belirlenmistir (Wu ve Winston 1997, Bu ve

Schmidt 1998).

S. cerevisiae’da HXT2 ve HXT4 genlerinin transkripsiyonu ortamdaki glukoz
konsantrasyonuna gore diizenlenmektedir. Bu genler glukozun hiicre i¢ine alinmasi igin
membranda yer alan glukoz transporterlarin1 kodlamaktadirlar (Kruckeberg ve Bisson
1990, Theodoris ve ark. 1994). Ureme ortaminda yiiksek konsantrasyonda serbest
glukoz bulunmas1 HX72 ve HXT4 genlerinden yapilan transkripsiyonun baskilanmasina
neden olur. HX72 ve HXT4 genlerinin transkripsiyonunu baskilayan represor proteinler
bu genlerin promotor dizilerine baglandig1 gosterilen Miglp ve Rgtlp’dir (Ozcan ve
Johnston 1996). Represor protein olan Miglp, Ssn6p ve Tuplp olarak bilinen iki farkli
protein ile de etkileserek bir kompleks proteine doniisiir. Ssn6p ve Tuplp’ni direkt

olarak DNA’ya baglanamaz ve bu nedenle ko-represorler olarak adlandirilirlar.



Tuplp’nin SUC2 gibi bazi1 promotorlarda niikleozomlar ile de etkilestigi ve
niikleozomlarin  hedef genlerin promotor bdlgelerine yerlesmesini  sagladigi
bilinmektedir (Edmondson ve ark. 1996). Buna ragmen HX72 ve HXT4 genlerinde
transkripsiyon baskilanmasinda niikleozomlarin bulunup bulunmadigi heniiz rapor
edilmemistir. S. cerevisiae’da kromatin yapisina katilan non-histon proteinlerin HX72

ve HXT4 genleri transkripsiyonuna etkileri de heniiz arastirilmamustir.

HXT2 ve HXT4 genlerinin transkripsiyonu tiireme ortaminda glukoz
konsantrasyonu diisiik oldugunda Gerlp kompleksi ve Rgtlp ile aktive edilir (Tiirkel ve
Bisson 1999, Mosley ve ark. 2003). Rgtlp bir fosfoprotein olup, fosforlanma durumuna
gore represOr veya aktivator olabilir (Polish ve ark. 2005, Mosley ve ark. 2003). HX72
ve HXT4 genlerinin aktivasyonu icin Miglp’nin de bu genlerin promotorlarindan

ayrildigi bilinmektedir (DeVit ve ark. 1997, DeVit ve Johnston 1999.)

Bu tez arastirmasinin amacit HXT2 ve HXT4 genlerinin transkripsiyonuna
kromatin yapisinin ve kromatin yapisini modifiye eden komplekslerin etkisinin bulunup
bulunmadigini arastirmaktir. Elde edilen sonuglar bazi kromatin modifiye eden
faktorlerin  ve transkripsiyon mediatorlerinin @ HX72 ve HXT4 genlerinde
transkripsiyonun baskilanmasina veya aktive edilmesine onemli etkileri oldugunu

gostermistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2. 1. Bazal Transkripsiyon Mekanizmasi

Transkripsiyonun temel ozellikleri eukaryotlar arasinda iyi sekilde korunmustur
(Heintz 1991, Guarente ve Bermingham-Mcdonogh 1992). Eukaryotik genler DNA’ya
baglit RNA Polimerazlar tarafindan (RNAP) RNA molekiillerine transkribe edilirler. Ug
farkli eukaryotik RNA Polimeraz; RNA polimeraz I, II ve III farkli arastirma gruplari
tarafindan saflagtirllmigtir (Archambault ve Friesen 1993). RNA Pol I ribozomal RNA’y1
(rRNA), RNA Pol II tiim protein kodlayan genleri (sinif II genler) ve RNA Pol III de 5S
RNA ve diger kiiciik RNA molekiillerini (6rnegin tRNA’lar gibi) transkribe ederler
(Archambault ve Friesen 1993).

RNA Polimerazlarin kendiliginden transkripsiyonu baslatabilme 6zellikleri yoktur.
Transkripsiyonun baglatilmasi i¢in ¢ok sayida bazal transkripsiyon faktorii gereklidir.
Ayrica, eukaryotik genlerde transkripsiyonu diizenleyen aktivator veya represor
proteinlerinin  baglandigi DNA boélgeleri (cis-acting promotor elementleri) de
transkripsiyon baglamasi ve kontrolii i¢in gereklidir (Sawadoga ve Sentenac 1990).

Eukaryotik smif II genlerde cis-acting DNA elementleri fonksiyonel olarak iki
farkli grupta smmflandinilmstir. ilk grup bazal promotor elementleri, TATA kutusu
(TATA box) ve initiator’dan olusur. Bunlar transkripsiyonun polaritesini belirlerler. En
yaygin promotor elementi olan TATA kutusu TATAAA ortak dizisinden meydana gelir
ve sinif II genlerin 5° transkribe edilmeyen kisminda, transkripsiyon baslangi¢ alaninin
30 bp st kisminda yerlesmistir. Bununla beraber, Saccharomyces cerevisiae’nin siif 11
genlerinde TATA kutusunun yeri degiskendir. TATA kutusu transkripsiyon baglangi¢
alanimin 130 bp yukarisina kadar yerlesebilir (Guarente 1984, Nagawa ve Fink 1985,
Struhl 1989).

Promotor elementlerinin 2. grubu cis-acting transkripsiyon diizenleyici
elementlerdir. Bu DNA bolgelerine baglanan transkripsiyon faktorleri degisen ortam
sartlari, cevresel ve hiicresel sinyallere gore ilgili genlerin transkripsiyonlarini
diizenlemektedirler. Aktivatdr yada represor cis-acting elementler degisen uzunluklarda
bazal promotorun 5’ veya 3’ yoniinde olabilir (Hurt ve ark. 1991, Chen ve ark. 1994,
Sinclair ve ark. 1994, Kadonaga 2004).

Transkripsiyon bir on baglatma kompleksinin olusumu ile baslamaktadir. On

baslatma kompleksi smif II genlerin promotor bolgesinde RNA Pol II ve bazal



transkripsiyon faktorleri olan TFIID, TFIIA, TFIIB, TFIIF, TFIIH ve TFIIE nin diizenli
sekilde bir araya gelmesiyle olugsmaktadir (Flores ve ark 1991, Killeen ve Greenblatt
1992, Zawel ve Reinberg 1992). On baslatma kompleksinin olusumundan sonra
transkripsiyonun baglayacagi bolgede DNA’nin ¢oziilmesi, kismen tek zincirli hale
gelmesi gerekir (Conaway ve Conaway 1993). DNA’nin agilmast da TFIIH
kompleksinin ATPase ve helikaz aktivitesi ile saglanir (Sopta ve ark. 1989, Wang ve ark.
1992). Promotor bolgesinde DNA’nin acilmasindan sonra transkripsiyonun devam
(elongation) agamasina gecilebilmesi icin RNA Polimeraz-II’nin en biiyiik altbirimi olan
proteinin karboksi ucunun (C-terminal domain, CTD) fosforlanmasi gerekmektedir
(Payne ve ark. 1989). Fosforlanma isleminin de TFIIH tarafindan kataliz edildigi
gosterilmistir (Gileadi ve ark. 1992) (Sekil 2. 1). CTD’nin fosforlanmasindan sonra RNA
polimeraz-II promotordan ayrilir ve DNA iizerinde ilerleyerek transkripsiyonu baslatir.

Transkripsiyon gen lizerindeki sonlandirma sinyaline kadar devam eder.

Transkripsiyon
uzamna falstorleri

Aktivator W c——
ihzileri

@ CTD Fosfataz

Sekil 2.1. Eukaryotlarda transkripsiyon baslangicinda birbirileriyle etkilesen
faktorler (Rachez ve Freedman 2001)

2. 2. Eukaryotik Simif II Genlerde Transkripsiyonal Aktivasyon Mekanizmasi
Eukaryotik organizmalarin genleri, olduk¢a yogun ve siki sekilde paketlenmis
kromatin yapilar1 halinde bulunmaktadir. Eukaryotik kromatinin yogunlasmis yapilar

halinde paketlenmesi, H2A, H2B, Histon H3 ve Histon H4 molekiillerinin meydana



getirdigi niikleozomlar tarafindan yapilir. DNA’nin yogun kromatin olarak bulunmasi da
genlerden transkripsiyon yapilmasini engellemektedir (Perez-Martin 1999).
Kromozomun transkripsiyonal olarak aktif bdlgelerinde kromatin yapisinin
acilmasi, Drosophila politen kromozomlarinda uzun siire 6nce kesfedilmistir. Kromatinin
transkribe edilen kisimlarmin daha agik ve DNase’lara daha duyarli oldugu da
gosterilmistir (Elgin 1988). Transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanabilmeleri i¢in
acik kromatin bdlgelerinin olmas1 gerekmektedir. Inaktif, siki paketlenmis kromatin
yapilarinin agilmasi, ¢oziinmesi de yine bazi transkripsiyon faktorleri, histonlari modifiye
eden enzim kompleksleri veya ATP kullanarak niikleozomlar1 DNA’dan uzaklastiran

kompleks faktorlerce yapilmaktadir (Sudarsanam ve Winston 2000).

2. 3. Transkripsiyonun Baskilanmasi

Transkripsiyonal represorler tipki transkripsiyonal aktivatorler gibi eukaryotik
genlerin  kontrollii  transkripsiyonu i¢in gerekli faktorlerdir. Eukaryotik gen
transkripsiyonu sadece transkripsiyonal aktivatorler tarafindan diizenlenmez, ayni
zamanda transkripsiyonal represorler de gen isleyisinin diizenlenmesinde ¢ok dnemlidir.
Bazi genler gelisim asamalar1 sirasinda baskilanirken, digerleri fazla miktarda transkribe
edilebilir (Nasmyth ve Shore 1987).

Transkripsiyonal baskilama mekanizmalar1 dort grupta siniflandirilir.

1- Transkripsiyonal aktivasyonu engelleme ile baskilama

2- Aktif transkripsiyonal baskilama

3- Transkripsiyonun global baskilanmasi

4- Inaktif kromatin olusumu ile baskilama

Transkripsiyonal aktivasyonu engelleme ile baskilamada transkripsiyonal
represorler, transkripsiyonal aktivasyonda gerekli olan herhangi bir adim1 engelleyerek
transkripsiyonu baskilayabilirler (Herschbach ve Johnson 1993, Thiel ve ark. 2004).
Eukaryotlarda kesfedilmis en erken baskilama mekanizmalarindan biri, transkripsiyonal
aktivatorlerin sitoplazmada tutulmasidir (Ghosh ve Baltimore 1990). Transkripsiyonal
represorler ayrica aktivatorlerin DNA’ya baglanma aktivitelerini bozarak da baskilama

gorevini yerine getirirler (Park ve Craig 1989).



2. 4. Saccharomyces cerevisiae’da Kromatinin Transkripsiyona Etkileri

Eukaryotlarda DNA heterokromatin ve eukromatin olmak iizere iki sekilde
bulunur. Interfaz nukleusunda asir1 yogunlasma gosteren bolgeler heterokromatin
yapisindadir. Nukleusta genellikle daha agik renkli goziiken bolgeler, aktif olarak
transkribe edilen DNA’nin bulundugu eukromatin bolgeleridir (Lewin 2004).

Genetik materyalin yapisal durumu ile transkripsiyonal aktivite arasinda direkt bir
baglanti vardir (Sekil 2. 2). Cok yogun paketlenmis durumdaki kromatinden
transkripsiyon yapilamaz (Bernstein ve Schreiber 2002). Eukaryotik transkripsiyonda
esas sorun, transkripsiyonu baglatan veya aktive eden faktorlerin niikleozom ve diger

niikleer proteinlerce sik1 paketlenmis genlerden transkripsiyonu nasil baglattigidir.

Sekil 2. 2. Niikleozomlarin yeniden organizasyonu (Perez-Martin 1999).



Niikleozomun kromatin veya genlerin kontrol bdlgelerindeki  durumu
transkripsiyon i¢in ¢ok Onemlidir. Niikleozomu diizenleyerek transkripsiyonu arttiran
yada azaltan faktorler bulunmustur. Bu faktorler etki mekanizmalarina gore iki gurupta
toplanirlar. Bunlar;

Negatif faktorler histon deasetilaz kompleksleri, histonlar, non histon kromatin ile
birlesen proteinler ve kromatinin yapisal bilesenlerini kapsar.

Pozitif faktorler ise Swi / Snf, Srb / Mediator ve SAGA olarak tanimlanmis birkag
coklu protein kompleksleri ve kromatini yeniden modelleyen kompleksleri iceren
faktorlerdir.

Yapilan son c¢alismalar genel transkripsiyon mekanizmast ve gene oOzel
transkripsiyon faktorlerinin girisini kolaylastirmak i¢in niikleozom yapisim1 ¢dzmeye

odaklanmistir (Perez-Martin 1999).

2. 4. 1. Kromatin Yapisim1 Olusturan Faktorler

2. 4. 1. 1. Histonlar: Oktomerik bir ¢ekirdegin olusturdugu niikleozom, her histonun iki
kopyasini igerir (H2A, H2B, H3 ve H4). Bu ¢ekirdek 147 bp’lik DNA ile 1,65 doniiste
sartlmistir. HI histonu DNA’nin diger niikleozoma baglanmasinda gorev yapar. Her
histon bir merkezi g¢ekirdek kismina (histon fold) ve bir amino terminal u¢ kismina
sahiptir ki, bu amino u¢ sarmal DNA disina uzanir. Histon katlanmasi, hem niikleozomal
¢ekirdek i¢inde histon-histon etkilesimi hem de histon-DNA etkilesimi ile ilgilidir (Horn
ve Peterson 2002).

Histonlarin transkripsiyonun diizenlenmesine etkileri in vitro ve in vivo deneyler
ile aragtirllmistir. Transkripsiyonun global represorii olarak bilinen niikleozomlarin roli,
histon “SIN” mutasyonlar1 olarak bilinen 6zel histon mutasyonlarinin incelenmesiyle
belirlenmistir. Bu histon mutasyonlart SWI genlerinde delesyonlarin supresorleri olarak
elde edilmislerdir. Bununla beraber SWI geni delesyonunun yaninda bu histon
mutasyonlart, GCN5 geni ve RNA polimeraz II’nin en biiyilik alt biriminin C terminal
ucu kismi delesyonlarmin (Srb™ fenotipi) neden oldugu transkripsiyonal eksiklikleri de
baskilayabilir. Histonlardaki SIN kismi (fonksiyonel bolge) transkripsiyonun negatif bir
diizenleyicisi gibi davranir. Histon H4 geninde sin mutasyonlari tagiyan S. cerevisiae’dan
elde edilen kromatin yapist analizleri niikleozomal DNA’nin a¢ilmis oldugunu

gostermektedir (Perez-Martin 1999).



Histonlarin u¢ kisimlar1 da transkripsiyonda 6nemlidir. Hem H3 hem de H4’de
sistematik delesyonlar histon uglarinin hem gen aktivasyonunda hem de gen
baskilamasinda fonksiyona sahip oldugunu gostermistir. Ornegin; Histon H3 ucu
delesyonlart GALI mRNA seviyelerini arttirirken, H4 ucunda benzer delesyonlarin ayni

genin mRNA seviyelerini diistirdiigii bulunmustur (Perez-Martin 1999).

2. 4. 1. 2. Non-histon proteinler

DNA histon kompleksleri ile etkilesim halindeki non histon proteinler, kromatin
yapisini modifiye edebilir. Non histon proteinlerin baslicalart High Mobility Group
proteinleridir (HMG). Ug¢ tip HMG protein oldugu gésterilmistir. Bunlar HMG1/2,
HMG14/17 ve HMG-I(Y)’dir. Bu ii¢ gruptan sadece HMG1/2 gurubu proteinlerin S.
cerevisiae bulundugu belirlenmistir (Perez-Martin 1999).

Non-histon 6A/B (Nhp6A/B) proteinleri de HMG proteinlerinden olup S.
cerevisiae’da kromatin olusumuna katilirlar. Bu proteinlerin RNA Pol II ile transkribe
edilen baz1 genlerin transkripsiyonunun kontrolii i¢in gerekli oldugu bilinmektedir
(Moreira ve Holmberg 2000). Nhp6A ve Nhp6B proteinleri diziye 6zel olmayan DNA’ya
baglanan proteinlerdir. Bu proteinlerin kromatin yapisinda dnemli degisikliklere neden
oldugu belirlenmistir. Ayrica Nhp6A ve Nhp6B’nin S. cerevisiae’da SUC?2 ile birlikte
bir¢cok genin transkripsiyonunun kontrolii i¢in gerekli oldugu da gdosterilmistir (Tiirkel
2004).

Bagka bir HMG benzeri protein olan Sinl/Spt2 ile yapilan ¢aligmalar, kromatin ile
transkripsiyon arasindaki iliskide HMG proteinlerinin ¢ok 6nemli islevleri oldugunu
gostermistir. Sinl proteininin hem DNA ve hem de histonlarla etkileserek niikleozom
yapilarin1 sabitlestirdigi bulunmustur. Biyokimyasal ve genetik bulgular Sinlp’nin
Swi/Snf kompleksi ile de etkilestigini gostermistir. Sinl proteini Swi/Snf kompleksinin
genler lizerine olan etkisinde baglanti veya araci protein gibi gorev alir (Perez-Martin

1999).

2. 4. 2. Diizenleyici Negatif Elementler
2.4.2. 1. Yardima Faktorler
SPT4, SPT5 ve SPT6 genleri, Ty insertion mutasyonlarinin supresorleri olarak elde

edilmislerdir. Bununla beraber, bu genler ayrica swi ve snf mutasyonlarini da supres



edebilirler. Genetik analizler bu {ic genin ayni slireglerde isbirligi yaptigini
gostermektedir. Bu lic gende mutasyonlar benzer bicimde transkripsiyonu degistirir.
Bununla beraber SPT4 bir miktar farklilik gosterir. Ornegin, SPT4 geni gerekli bir gen
degildir, halbuki SPT5 yada SPT6’nin delesyonu letalite ile sonuglanir (Perez-Martin
1999).

Son genetik ve biyokimyasal aragtirmalar, bu genler ile kromatin ve transkripsiyon
arasindaki baglantiyr dogrulamaktadir. SP76’nin  kromatin yapisin1 diizenlemede
histonlar ile direkt etkilestigi bulunmustur. Bu etkilesim N-terminal ucta histon H3’{in
globiiler kismi tarafindan saglanir. SP76 tek basina in vitro ATP’den bagimsiz bir sekilde

niikleozomun toplanmasini saglayabilir (Yamaguchi ve ark. 2001).

2. 4. 2. 2. Histon deasetilazlar

Histonlarin amino terminal uglarinda asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve
ADP ribozilasyonu gibi 6zel protein modifikasyonlar1 bulunabilir. Histon asetillenmesi
niikleozomlarin DNA’dan ¢oziinmesini, ayrilmasini, histonlarin deasetillenmesi ise
niikleozomlarin  tekrar DNA’ya baglanmalarmi saglar (Perez-Martin = 1999).
Hiperasetillenmis  histonlar ~ genelde transkripsiyonal olarak aktif genlerde,
hipoasetillenmis histonlarsa heterokromatin gibi transkripsiyonal olarak inaktif
bolgelerde bulunurlar. Histonlarin asetillenmesi Histon Asetil Transferaz (HAT),
deasetilenme ise Histon Deasetilazlarin (HDACs) enzimatik aktiviteleri ile
saglanmaktadir (Verdin ve ark. 2003).

Deasetilazlar, niikleozomdaki histon N-terminallerini deasetillerler (Grozinger ve
Schreiber 2002). Genin promotor bdlgesinde asetillenmemis histon iceren bir
niikleozomda TATA kutusuna ve transkripsiyon baslatma bolgesine genel transkripsiyon
faktorleri baglanamaz. Asetillenmemis histonlarin N-terminal lizinleri pozitif yiiklidiir
ve DNA fosfatlaniyla giiglii sekilde etkilesirler. Bu sayede DNA ile niikleozomun
ylizeysel etkilesimi artar. Bu giiglii etkilesim transkripsiyon faktorlerinin promotor
bolgesine ulagmasini engelleyebilir. Bu olayin tersi olarak, yogun asetillenmis histonlarla
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi ¢ok daha kolay olur (Grozinger ve Schreiber
2002).

Saccharomyces cerevisiae promotorlarindaki transkripsiyonun baskilanmasi ile

histon deasetilasyonu arasindaki baglanti, histon deasetilazlarin saflastirilmasiyla ortaya
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konmustur Mayalarda ii¢ farkli histon deasetilaz kompleksi (HDAC) tanimlanmistir.
Bunlar;

Smif I HDAC: S. cerevisiae’da RPD3,

Smif I HDAC: S. cerevisiae’da HDAI,

Siif Il HDAC: S. cerevisiae’da SIR2 (telomerde siki kromatin yapisi olusmasinda
gorevli) ile benzerler (Grozinger ve Schreiber 2002, Verdin ve ark. 2003).

2. 4. 3. Diizenleyici Pozitif Faktorler
2. 4. 3. 1. Swi/Snf kompleksi

Kromatinin yapisini degistiren bazi faktorlerin transkripsiyonal diizenlemeye
katildig1 bilinmektedir. Bunlardan Swi/Snf gurubu kromatin degistiren kompleksler bazi
promotorlarin aktivasyonlar1 i¢in gereklidir. Swi/Snf komplekslerinin bazi alt birimleri
DNA ve RNA helikazlariyla homoloji gosterirler ve bu faktdrler ATP’nin hidrolizi
sonucu ortaya c¢ikan enerjiyi niikleik asit-protein etkilesimini bozmak i¢in kullanirlar.
Transkripsiyonal olarak aktif kromatin bolgeleri inaktif bolgelere gére DNase’lara karsi
daha duyarlidir. Histon oktomerlerine sarili DNA, enzimin pargalayict etkisinden kismen
korunur. Saf Swi/Snf kompleksi varliginda ise bu niikleozomal DNA, DNase I’e karsi
daha duyarli hale gelir. Bu da bize Swi/Snf kompleksinin, DNA’nin niikleozom
ylizeyinden gegcici olarak ayrilmasini kolaylastirdigini gosterir (Wu ve Winston 1997).

SNF genleri, Saccharomyces cerevisiae tarafindan sukroz yada rafinoz sekerlerinin
katabolizmas1 icin gerekli bir enzim olan invertazi kodlayan “SUC2” geninin
transkripsiyonu i¢in de gereklidir (Perez-Martin 1999). SUC2 geninin promotor
bolgesinin niikleozom haritasi analiz edildiginde, SUC2 geni baskilanmis durumdayken
DNA niikleozomlarla sarili durumdadir ve DNA’y1 kesen enzimlerden etkilenmez (Wu
ve Winston 1997, Bu ve Schmidt 1998). SUC2 geni aktif hale gectiginde ise promotor
bolgesinde meydana gelen agilma ile DNA’y1 kesen enzimlere olan duyarlilik artar. SNF
genleri delesyona ugratildiginda ise bu bolgelerde herhangi bir gevseme, agilma
goriilmez. Bu bulgularda Swi/Snf kompleksinin niikleozomlar1 DNA’dan agma islevi
oldugunu gostermektedir (Wu ve Winston 1997).

SWI genleri de S.cerevisiae’da mating type switching icin gereklidir. SWI geninin

HO endoniikleaz geni transkripsiyonu i¢in gerekliligi kanitlanmistir. Ancak daha sonraki
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calismalar Swi/Snf kompleksinin S. cerevisiae’da bir¢ok genin transkripsiyonal olarak
diizenlenmesinde gerekli oldugunu gostermistir (Vignali ve ark. 2000).

ATP-bagimli kromatin degistiren Swi/Snf komplekslerinin, niikleozomlarin
yerlerini degistirerek transkripsiyonu aktive etmeleri yaninda son zamanlarda bazi
genlerin transkripsiyonal baskilanmasinda da gerekli oldugu saptanmistir (Sudarsanam
ve Winston 2000).

Swi/Snf kompleksinin biyokimyasal aktiviteleri; Niikleozom remodeling,
niikleozom kaymasi ve oktomer transferidir.

S. cerevisiae Swi/Snf kompleksleriyle bagli bulunan bagka bir grup protein de
RSC’dir (Remodeling the Structure of Chromatin). Bu proteinler DNA’ya oktomer
eklemede gorevlidirler (Sudarsanam ve Winston 2000). Bu RSC kompleksi 15 alt
birimden olusur ve Swi/Snf kompleksinden 10 kat daha fazla bulunur. Swi/Snf
kompleksine ¢ok benzer ozellikleri vardir. RSC kompleksi bir DNA- bagimli ATPase
aktivitesine sahiptir ve niikleozom yapisini degistirme kapasitesi vardir (Perez-Martin
1999).

Iswi proteinleri ATP-bagimli kromatin diizenleyen komplekslerin ikinci gurubudur.
S.cerevisiae’da iki ATPase, Iswlp ve Isw2p Iswi proteinlerinin iiyeleri olarak
tanimlanmiglardir. Diger ATPase’lar gibi Iswlp ve Isw2p hiicrelerde proteinler ile

etkilesir ve onlarin aktivitelerini etkilerler (Mellor ve Morillon 2004).

2. 4. 3. 2. SRB / Mediatorler

In vitro transkripsiyon deneyleri saflastirilmis RNA Pol II enzimi ve GTF’lerin
minimum bir seti kullanilarak yapilmistir. Bununla beraber bu gibi in vitro deneylerde
RNA Pol II'nin aktivatdrlere yanit vermedigi bulunmustur. Aktivatorlere yanit veren
transkripsiyon i¢in ilave faktorlerin gerekli oldugu anlasilmistir.

Insan ve Drosophila sistemlerinde TATA’ya baglanan proteinlerle (TBP) etkilesen
faktorlerin (TAFs) kesfi aktive edilmis transkripsiyon i¢in istenen bilesenleri arastirmaya
yol agmustir. Bu ¢alismalarin sonucu olarak S. cerevisiae’da Mediatorler tanimlanmustir.
Mediatorler in vitro transkripsiyon icin gerekli ve Pol II ile etkilesen bir kompleks olarak
tanimlanmistir (Malik ve Roeder 2000).

Saflastirilmis mediatdr kompleksi RNA Pol II’de CTD’e baglanir ve RNA Pol 11

ile beraber “RNA Pol II Holoenzim” olarak adlandirilan yapiy1 olusturur. Holoenzim
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mediatorlerin yaninda, GTF’ler ve kromatin modifiye eden ve yeniden diizenleyen
kompleksleri de icerir (Rachez ve Freedman 2001).

Eukaryotlarda transkripsiyonal diizenleme, hedef genlerin promotor ve aktivator
bolgelerinde bir araya gelen multiprotein kompleksleriyle yapilir. Protein kodlayan
genlerin ¢ogunda RNA Pol II ve onunla birlesen genel transkripsiyon faktorleri bazal
transkripsiyon icin yeterlidir. Bazal transkripsiyon mekanizmasiin bilesenleri global
olarak kullanilir. Bazal transkripsiyon faktorlerinden farkli olarak transkripsiyon
faktorlerinin ikinci gurubu yani “transkripsiyonal aktivatorlerin™ biiyiik bir grubu, tipik
olarak enhancerda birlesir ve hiicre tipine gore degiskenlik gosterirler. Bu faktorler
enhancer’a baglaninca hedef genlerin transkripsiyonu aktive olur (Malik ve Roeder
2000).

Transkripsiyonun baslangicindaki bazal mekanizmanin karmagsiklifina ragmen,
(40’tan fazla polipeptid gorevlidir) RNA polimeraz II'nin 6zel hedef genlerde
aktivatorlere yaniti koaktivatér (mediatér) denen ilave faktorlere baglidir (Malik ve
Roeder 2000). Mediator kompleksleri, enhancer ve diger kontrol elementlerinden bazal
transkripsiyon faktorleri ve RNA Pol II’den olusan transkripsiyon faktorleri kompleksine
diizenleyici bilgileri aktarmada bir koprii vazifesi goriir (Bjorklund ve Gustafsson 2005).
Mediatorler DNA’ya baglanan transkripsiyon faktorleri ile RNA polimeraz-II arasinda
baglantiy1 saglayan proteinler olarak da tanimlanmaktadir (Kornberg 2005).

Genetik analizler in vivo transkripsiyonal diizenlemede iki grup proteinin
etkilesimini gostermektedir. Ilk olarak SRB (supressor of RNA polymerase B)
proteinleri, Pol II’'nin en biiylik alt biriminin (CTD) C terminal bdlgesinde kismi
delesyonlarinin supresorleri i¢in yapilan genetik taramalarda ortaya ¢ikarilmistir. SRB ve
Mediatér (MED) igeren holoenzimin dnemi mayada gen isleyisinin genom ¢apinda
analizi ile gosterilmistir. Ornegin alt birimlerin birinde (SRB4) bir mutasyonun tiim
genomda transkripsiyonunun bitmesine yol agtigr belirlenmistir. SRB, MED ve diger
proteinlerin Pol II ile birlesmesi geri doniistimliidiir. Mediator genetik olarak
transkripsiyonun pozitif yada negatif modiilatorii olarak da tanimlanabilir (Malik ve
Roeder 2000).

Transkripsiyonal ~Aktivasyonda Mediator: Gene 0Ozel aktivator proteinler
promotorlara, genel transkripsiyon faktorlerinin gereksinimi dogrultusunda girip,

transkripsiyonu uyarabilirler. Bu siiregte mediatoriin, bazal Pol II transkripsiyon
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mekanizmasi ve diizenleyici proteinler arasinda bir koprii gorevi gordiigii diistiniilmiistiir.
Ayrica aktivator ve 6zel mediator alt birimleri arasinda direkt etkilesimler oldugu da
kanitlanmistir. S. cerevisiae Gal4p aktivatorii, direkt olarak mediator alt birimleri Galllp
(Med15p) ve Med17p (Srb4p) ile etkilesir (Bjorklund ve Gustafsson 2005).

Transkripsiyonal Baskilamada Mediator: Mediator ayrica gen transkripsiyonunun
baskilanmasinda da kullanilir. Tuplp-Ssn6p ko-represér kompleksi direkt olarak
DNA’ya baglanamaz ama diziye 6zel DNA’ya baglanan proteinlerle birleserek hedef
promotorlara baglanir. Tupl, represor fonksiyonu icin Srb8-11 modiilii ile direkt
etkilesen Cdk8 (Srb10) alt birimini gerektirir. Srbl0 mediatér alt biriminin
transkripsiyonu negatif yonde etkiledigi gosterilmistir ve Srb10’un kinaz fonksiyonu
Tupl ile kontrol edilen genlerin tam baskilanmasi i¢in gereklidir (Bjorklund ve
Gustafsson 2005).

Maya S. cerevisiae’da mediator olarak adlandirilan 20 alt birimlik bir kompleks
tanimlanmigtir. Mediatér kompleksi gene 6zel aktivatdrlerin RNA Pol II’ye bagh
aktivasyonu i¢in gereklidir. Bagimsiz olarak RNA Pol II’nin en biiyiik alt biriminin CTD
delesyonu ile yapilan mutasyonun supresoriinii bulmay1 amaglayan bir genetik taramada
4 ilave alt birim tanimlanmistir (Srb8-11). Bu alt birimlerle beraber mediator kompleksi
24 alt birimden olusur.

Mediatorler hemen hemen tiim protein kodlayan genlerin transkripsiyonu icin
gereklidir. S. cerevisiae mediatoriinlin 4 farkli bolimde organize oldugu One
stiriilmektedir. Mediator modiilii olarak adlandirilan bu boliimlerin 6zellikleri agagida
Ozetlenmistir (Sekil 2.3).

a.) Cdk8 (Srb8-11) modiilii: Cdk8p (Srb10p), CycC (Srbl1p), Med12p (Srb8p) ve

Med13p (Srb9p) proteinlerinden olusur.

Cdk8 modiiliiniin bir protein kinaz aktivitesine sahip oldugu bulunmustur ve bu
protein kinaz aktivitesi oldukc¢a dayaniksizdir. Maya hiicreleri diauxic biiyiimeye
girdiklerinde mediatér kompleksinden ayrilabilirler. Bu modiil transkripsiyon
baskilanmasindan sorumludur. Bu baskilama Pol II’nin en biiyiik alt biriminin tekrarli C
terminal bolgesinin fosforilasyonu ile olur. Ayn1 zamanda transkripsiyon aktivatorleri
Stel12, Gend ve Msn2’nin fosforilasyonu ile de baskilama olur. Bu duruma zit olarak
Cdk8 (Srb10) tarafindan Gal4’iin fosforilasyonu, galaktoza yanit olarak transkripsiyonun

aktivasyonu i¢in de gereklidir.
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Sekil 2. 3. Mayada mediator kompleksinin modiiler yapisi
(Malik ve Roeder 2000)

b.) Kuyruk (tail) yada Galll(Medl5) modiili: Med2, Med3, Med14 (Rgrl),
Medl15 (Galll) ve Medl6 (Sind) tarafindan olusturulur. Bu modiil transkripsiyonal

aktivatorler i¢in temel hedeftir.

¢.) Orta (middle) yada Med9-10 modiilii: Medl, Med4, Med7, Med9, Med10,
Med21 (Srb7) ve Med5 (Nutl)’den olusur.

d.) Bas (head) modiilii: Med6, Med8, Medl1, Med17 (Srb4), Med18 (Srb5),
Med19 (Rox3), Med20 (Srb2) ve Med22 (Srb6)’dan olusur. Bu bas ve orta modiiller
RNA Pol II ile direkt olarak etkilesirler (Sekil 2.3).

Mediator komplekslerindeki protein-protein etkilesimlerini belirlemek amactyla iki
hibrit yontemi (Two hybrid) kullanilmis ve farkli modiiller arasindaki ve ayn1 modiiller
icindeki etkilesimler gosterilmistir. Ornegin; orta modiildeki Med10 ile kuyruk
modiiliindeki Med14 arasinda bir etkilesim oldugu belirlenmistir. Ayn1 modiil i¢indeki
etkilesimlere O0rnek olarak ise Medll ve Med22 arasindaki etkilesim veya Medl11 ve
Med17 arasindaki etkilesim gosterilebilir. Bu mediatorler aynt modiil yani bas modiilii

icindedir. Bu tiir etkilesimlere daha bir¢ok 6rnek verilebilir (Guglielmi ve ark. 2004).
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2. 4. 3. 3. SAGA Kompleksi

Histon asetilasyonu, kromatin ve transkripsiyon arasindaki baglantida énemlidir. In
vivo asetilasyon sadece histonlarin amino terminal uglarinda 6zel lizinlerde meydana
gelir. Niikleozomlarin yapisal biitiinliigiinii siirdiirmede bu uglar gerekli olmamasina
ragmen, daha ylksek kromatin yapisinda ve non-histon kromozomal proteinler ile
etkilesimde gorevlidirler. Histon uglarinin asetilasyonu, transkripsiyonu baskilayan daha
yiiksek sirali niikleozom katlanmasini engeller (Perez-Martin 1999).

S. cerevisiae SAGA (Spt-Ada-Gen5 Acetyl transferase) kompleksi in vivo
transkripsiyonda onemli ¢ok alt birimli bir ko-aktivator kompleksidir. S.cerevisiae’da
SAGA mutantlarinin mRNA analizleri yapildiginda, bu mutantlarda genlerin ancak
%15°nin transkripsiyonlarinin yapildigini gostermistir. Hem in vivo hem in vitro
arastirmalar transkripsiyonal aktivatdrlerden sonra SAGA kompleksinin transkripsiyonu
aktive ettigini, bununla birlikte 6zel promotorlarda da transkripsiyonu baskiladigini
gostermistir. SAGA ko-aktivatorlerle birlikte transkripsiyonun normal seviyeleri igin
gereklidir (Wu ve Winston 2002).

SAGA kompleksinin alt birimleri fonksiyonel olarak guruplandirilabilir.
Transkripsiyonal kontrolde gorevli ti¢ sinif SAGA proteini vardir. Bunlardan birincisi
histon asetiltransferaz (HAT) katalitik alt birimi igeren GcenSp’tir. GenSp’ink HAT
aktivitesi Ada2p ve Ada3 proteinleri tarafindan ayarlanmaktadir. Ikinci simf SAGA
proteinleri Spt3p ve Spt8p’dir. Bu proteinler 6zel promotorlarda TATA’ya baglanan
protein (TBP)-TATA etkilesimini kontrol ederler. Ugiincii stmif SAGA proteini Tralp’dir
ve bu proteinde birkag transkripsiyonal aktivatorle etkilesir (Wu ve Winston 2002).

2. 5. Mayada Heksoz Tasiyicilarin Molekiiler Genetigi

Maya tiirlerinin ¢ogunun tercih ettigi karbon kaynaklar1 glukoz, fruktoz ve mannoz
gibi heksozlardir. Heksoz kullaniminda zorunlu ve gerekli ilk asama, hiicre igine seker
molekiillerinin taginmasidir. Mayada heksoz tasinimi iki farkli mekanizma aracilig ile
yapilir. Bunlar ;

1- Tastyict araciligiyla kolaylastirilmig difiizyon sistemi

2- Aktif proton-seker simport sistemidir.
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Kolaylastirilmis difiizyon sistemi mayalar arasinda daha yaygindir. Glukoz sadece
bir besin olarak kullanilmaz ayni1 zamanda biiylime, metabolizma ve gelismenin
diizenlenmesi i¢in en 6nemli faktdrdiir (Boles ve Hollenberg 1997).

S. cerevisiae’da glukoz taginiminin kinetik olarak ayri iki sistem tarafindan
yapildig1 belirlenmistir. Bunlar “High Affinity” ve “Low Affinity” sistemlerdir. High
affinity sistemin Km=1-2mM’dir. Buna karsin Low affinity sisteminde Km=50-100
mM’dir (Reifenberger ve ark. 1997).

Son yillarda yaban tip hiicrelerde glukoz tasiniminin affinitesinin glukoza bagh
ayarlanmasinin birka¢ faktoriin etkisiyle oldugu belirlenmistir. Bu faktorler, farkli
tasiyict proteinler arasinda olasit etkilesimleri, ©Ozel tasiyicilarin affinitelerinin
ayarlanmasi, bazi sartlarda tasiyici proteinlerin inaktivasyonu ve sekerlere oldukga farkli
affinitelere sahip Hxt proteinlerinin igleyisinin diizenlenmesi gibi olaylarda gorevlidirler.
Bu diizenleyici mekanizmalar maya hiicrelerinin sadece ¢evredeki heksozlarin
konsantrasyonlarina uygun tastyict sistemleri transkribe etmelerini garanti altina alir
(Ozcan ve Johnston 1995).

Genomu tamamlanan S. cerevisiae bilinen organizmalar arasinda en fazla gesitte
heksoz tasiyictya sahip olanidir. S. cerevisiae’da genom analizi sonucu 17 HXT geni
(HXTI-HXT17) bir GAL2 geni ve iki adet de glukoz algilamasi i¢in gerekli olan SNF3 ve
RGT2 genleri belirlenmistir. HXT1-HXT17 genleri delesyona ugramis S. cerevisiae
suslarinda Olgiilebilir miktarda glukoz alimina rastlanmamistir (Reifenberger ve ark.
1997). Fakat HXT null olarak adlandirilan bu susun maltoz ve galaktozda kolaylikla
tireyebildigi de gosterilmistir (Maier ve ark. 2002).

S. cerevisiae’da HXTI-HXT4 ve HXT6-HXT7'nin fizyolojik olarak en Onemli
glukoz tastyicilart oldugu belirlenmistir. HXTS8-HXT17 genleri ¢ok diisiik seviyede
transkribe edilirler. HXTS8-HXTI17 tasiyicilart sadece fazla transkribe edildiklerinde
heksozlarin hiicre i¢ine almimini destekleyebilirler. HXT5 ise daha farkli sartlarda
transkribe edilir (Maier ve ark. 2002).

Herhangi bir HXT geninde mutasyonun glukoz alimina etkisi yoktur. Buna karsin
GAL?2 veya SNF3 genleri delesyona ugramis mutantlar sirastyla galaktozda yada diisiik
konsantrasyon glukozda tlireyemezler. Sadece HXTI-HXT7 genleri delesyona ugramis
hiicreler glukoz, fruktoz yada mannozun herhangi bir konsantrasyonunda bir siire

tireyemezler. Coklu bir hxtl-hxt7 mutant susunda glukoz alinimi 6l¢lilemeyecek kadar
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azdir. Bununla beraber HXT1, 2, 3, 4, 6 yada 7 genlerinin herhangi birinin isleyisi, farkli
derecelerde olmasina ragmen Onemli Ol¢lide glukoz kullanimi i¢in yeterlidir
(Reifenberger ve ark. 1997). Bu veriler, simdiye kadar sinanmis kosullar altinda 6 gen
tarafindan (HXT1, 2, 3, 4, 6 ve 7) kodlanan proteinlerin S. cerevisiae’da 6nemli islevi

olan glukoz tasiyicilar1 olusturduklarini gostermektedir (Boles ve Hollenberg 1997).

2. 5. 1. Maya heksoz tasiyici ailesinin ozel iiyeleri; Snf3p ve Rgt2p

Snf3p ve Rgt2p, diger tasiyici proteinlerle sinirl bir benzerlik gosterirler. Bununla
beraber Snf3p ve Rgt2p heksoz tasiyict ailesi i¢indedirler. Baslangigta SNF3 geninin
glukoz ve fruktozun diisiik konsantrasyonlarinin etkili katabolizmasi i¢in gerekli bir high
affinite glukoz tasiyicist kodladig: diisiiniilmiistiir (Celenza ve ark. 1988). Bununla
birlikte elde edilen son bulgular Snf3p’nin glukoz tasiyici degil, hiicre disindaki glukoz
algilanmasinda (sensing) onemli gorevi oldugunu gostermistir. Snf3p hiicre zarinda
bulunur ve diisiik glukoz konsantrasyonunun algilanmasinda islevi oldugu bulunmustur
(Ozcan ve ark. 1998) (Sekil 2. 4).

Snf3 mutantlar1 ilk kez rafinoz kullanamayan mutantlarin izole edilmesiyle
tanimlanmistir. Glukoz transportunun kinetik analizleri Snf3 mutantlarinda high affinite
glukoz alimiminin eksik oldugunu fakat low affinite glukoz aliniminin normal oldugunu
gostermistir (Ozcan ve ark. 1998). High affinite tasimadaki eksiklik diisiik konsantrasyon
glukozda fermentatif olarak biiyliyememe ile sonuglanir (Boles ve Hollenberg 1997).

Diger bir gen RGT2, SNF3 ile %73 benzerlik gosterir. Rgt2p de yiiksek glukoz
konsantrasyonunda fonksiyonel olan bir membran proteini olup, yiiksek glukoz
konsantrasyonunun algilanmasinda gerekli oldugu gosterilmistir. Diisiik konsantrasyon
glukozda Snf3p’nin uyarilmast HX72, 3, 4, 6 ve HXT7 genlerinin ve ayrica SUC2

geninin transkripsiyonal olarak uyarilmasina aracilik eder (Ozcan ve Johnston 1995).
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Sekil 2. 4. S. cerevisiae’da glukoz algilanmasi ve glukoz sinyal iletimi
(Rolland ve ark. 2001)

Plazma membraninda algilanan glukoz sinyalleri Rgtl proteinine aktarilir. Bu
proteininin HXTI, 2 ve 4 promotorlarma direkt olarak baglandig1 gdsterilmistir (Ozcan
ve Johnston 1996). Rgtlp glukozun varligina yada yokluguna bagli olarak sirasiyla hem
bir transkripsiyon aktivatorii hem de bir transkripsiyon represorii olarak davranabilir.
Snf3p-Rgt2p sinyal yollari, protein-protein etkilesimlerine aracilik ettigi Onerilen
Grrlp’nin fonksiyonunu gerektirir. Rgtlp glukozun yoklugunda HX7T promotorlarina

Ssn6p-Tuplp represoriiniin katilimi ile transkripsiyonu baskilar (Boles ve Hollenberg

1997) (Sekil 2. 4).
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2. 5. 2. Maya HXT Genlerinin Diizenlenmesi

S. cerevisiae’da glukoz 6nemli bir sinyal molekiiliidiir. Cogu genlerin isleyisinde
onemli bir etkiye sahiptir. Alternatif karbon kaynaklarinin (galaktoz, maltoz, sukroz,
gliserol ve etanol gibi) metabolizmasi i¢in gerekli ¢ogu genin transkripsiyonu glukozda
tireme sirasinda baskilanir. Glukoz baskilamasi i¢in bircok gen {irlini gereklidir.
Bunlardan bilinenler; HXK2, REGI/HEX2, GALS2, GAL83, GRRI, TUPI1, SSN6, CYCS8
ve MIG1’dir. Glukozun baskilayabildigi genlerin derepresyonu i¢in ise iki gen gereklidir.
Bunlarda SNFI ve SNF4’diir (Ozcan ve Johnston 1996). Glikolitik genler gibi bazi
genlerin transkripsiyonu da glukoz sinyali ile aktive edilir. Glukoz kullanimu ile ilgili
genlerin c¢ogunun isleyisi glukozda biiylime sirasinda uyarilir. Glikolitik genlerden,
ENO2, PGKI, PYKI, PDCI ve ADHI’1n transkripsiyonlar1 glukoz ile yaklagik 20-30 kat
aktive edilebilir. Heksoz tasiyicilar1 kodlayan HXT genlerinin bazilarmin  da
transkripsiyonunun glukozla aktive edildigi de gosterilmistir (Ozcan ve Johnston 1996).

Bir ¢ok genin transkripsiyonunun glukoz sinyaline gore baskilanmasinda en 6nemli
represOr protein Miglp’dir. Bu protein birgok glukoza duyarli genin promotorlarindaki
alanlara baglanir ve Ssn6p ve Tuplp ile bir kompleks olusturur. SNF/ geni bir protein
kinaz kodlar ve Snf4p ile birlikte Miglp fonksiyonunu inhibe ettigi ortaya ¢ikarilmigtir
(Jiang ve Carlson 1996).

HXK?2 geni Heksokinaz protein II’yi kodlar ve glukoz fosforlayan ii¢ farkli
enzimden biridir. Hxk2p’nin glukoz i¢in bir hiicre i¢i algilayici oldugu da Onerilmistir
(Moreno ve Herrero 2002). GRRI’de mutasyonlar sadece glukoz baskilamasinin kaybina
neden olmaz. Ayni zamanda uzamis hiicre morfolojisi, glukozda yavaslamig iireme orani,
heksoz tasiyict genlerinin az miktarda transkripsiyonu, ozmotik stres ve azot acligina
artan duyarlilik gibi birkag pleiotropik eksikliklere neden olur.

Bu 0n calismalara ek olarak yapilan diger arastirma sonuglari heksoz tasiyici
genlerinin transkripsiyonunun diisiik glukozla 10-300 kat uyarildigin1 gostermistir. HXT
genleri glukoz konsantrasyonuna gore ii¢ farkli sekilde kontrol edildigi belirlenmistir.

1- Seker konsantrasyonundan bagimsiz glukozla uyarilma (HX73)

2- Disiik seviyeli glukozla uyarilma ve yiiksek seviyeli glukozla baskilanma

(HXT2 ve HXT4) (Sekil 2. 5).
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Sekil 2. 5. HXT2 ve HXT4 genlerinin farkli glukoz
konsantrasyonlarina gore diizenlenmesi
(Ozcan ve Johnston 1995).

3- Sadece yiiksek konsantrasyon glukozla uyarilma (HXT1) (Ozcan ve Johnston
1995).

Glukozun yoklugunda dort HXT geninin transkripsiyonundaki azalma bir
baskilama mekanizmasi yiiziindendir. Bu baskilama mekanizmasi i¢in represor proteinler
olan Rgtlp ve Miglp-Ssn6p-Tuplp kompleksi gereklidir (Ozcan ve Johnston 1995).

GRRI, HXT transkripsiyonunun pozitif bir diizenleyicisini kodlar, ¢linkii grrl
mutantlarinda dort HX7T geninin glukozla uyarilmas: eksiktir. RG71’deki mutasyonlar
grrl mutasyonlarinin neden oldugu HXT gen isleyisindeki eksiklikleri baskilar. Sonug
olarak, glukoz Grrlp’nin aktive edilmesiyle HX7T gen isleyisini uyarir. Grrlp, Rgtlp
represOriiniin fonksiyonunu inhibe eder. HX72 ve HXT4 transkripsiyonu yliksek glukoz

konsantrasyonlarinda baskilanir (Ozcan ve Johnston 1996).
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2.5.2.1. 8. cerevisiae HXT2 Geni ve Hxt2p’nin Ozellikleri

Saccharomyces cerevisiae’nin high affinity glukoz tasiyici proteini Hxt2p’nin
transkripsiyonu yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda 15-20 kat baskilanmistir. Ssn6-A9
yada hxk2-Al::URA3 mutasyonlarina sahip S. cerevisiae’da glukoz baskilamasi
goriilmez. Hem %2 glukoz (repress seviye) hem de %0,05 glukozda (derepres seviye)
HXT?2 geninden yiiksek seviyede transkripsiyon yapilir. Halbuki snfl-A10 mutasyonuna
sahip S. cerevisiae’da siirekli represyon olur. Yiiksek konsantrasyonda baskilamaya
ragmen, glukoz yada fruktoz HX72 transkripsiyonunun uyarilmasi i¢inde gereklidir.

Bir hxk2-A1 mutantinda etanol yada galaktozda HXT72 transkripsiyonu
belirlenemez. Ancak bir ssn6-A9 mutantinda her iki karbon kaynaginda HX72 oldukga
fazla transkribe edilir.

Genel bir transkripsiyonal represér olan Ssn6p’nin mutasyonu glukoz
uyarilmasiin yoklugunda HXT2 transkripsiyonuna yol agar. Bu sonuglar Ssn6p’nin
negatif bir diizenleyici oldugunu gostermektedir.

HXT2’nin fazla transkripsiyonu her zaman Hxt2p’ye bagl high affinity transport
ile sonuglanmaz. Bu da Hxt2p aktivitesinin translasyon sonrasi diizenlendigini de
gostermektedir (Wendell ve Bisson 1994).

S. cerevisiae’da  Miglp’nin de iginde oldugu DNA’ya baglanan bir¢ok
transkripsiyonal represdr tanimlanmistir. Miglp glukozla diizenlenen birka¢ genin
promotoruna baglanir ve yiiksek seviye glukoz varliginda onlarin transkripsiyonunu
baskilar. Miglp, Ssn6p ve Tuplp ile etkileserek iiclii bir protein kompleksi olusturur
(Ozcan ve Johnston 1996).

Ssn6p ve Tuplp dogrudan DNA’nin promotor bdlgelerine baglanamazlar. Bu iki
ko-represor protein farkli promotorlarda DNA’ya bagl farkli proteinler ile etkilesip,

kompleks olusturabilirler.

2.5.2.2. HXT2 ve HXT4iin Isleyisinin Diisiik Seviyeli Glukozla Uyarilmasi

HXT2 ve HXT4in transkripsiyonu diisiik seviyeli glukozla yaklasik 10-20 kat
uyarilir. Bu diizenleme iki ayr1 kontrol mekanizmasi ile yapilir. Glukozun yoklugunda
her iki genin isleyisi Rgtlp represorii tarafindan baskilanir. RGT1 delesyonu, glukozun
yoklugunda HXT72 ve HXT4’lin stirekli transkripsiyonuna neden olur. Ancak RGTI

delesyonunun yiiksek glukoz konsantrasyonunda bu genlerin transkripsiyonuna etkisi
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yoktur. Glukozun yiiksek seviyelerdeki varhiginda her iki gen Miglp kompleksi
tarafindan baskilanir. Miglp’nin delesyonu bu genlerin transkripsiyonunun yiiksek
glukoz konsantrasyonlarinda uyarilabilir olmasina neden olur. Hem Rgtlp hem de Miglp
ile yapilan baskilama diigsik glukoz konsantrasyonunda HX72 ve HXT4
transkripsiyonunun 10-20 kat aktive edilmesiyle sonuglamir. Ilging olarak hem Rgtlp
hem de Miglp araciligiyla baskilama Ssn6 fonksiyonunu gerektirir. Bundan dolay1 HX72
ve HXT4’lin transkripsiyonlar1 bir ¢esit ssn6 mutantinda karbon kaynagindan bagimsiz
olarak kontrolsiiz ve siireklidir (Ozcan ve Johnston 1996).

HXTI-HXT4’tin promotor bdlgelerinin foksiyonel analizleri yapildiginda DDSE
(DNA Sequence Dependent Suppressing Element) olarak bilinen yaygmn bir
transkripsiyonal diizenleyici bolge bulundugu goriilmiistiir (Tiirkel ve Bisson 1999,
Theodoris ve Bisson 2001).

Glikolizis basit olarak glukozun iki adet piruvata pargalanmasi olayidir. Glikolizis
monosakkaritlerin kullanimi i¢in biiylik bir metabolik yoldur. Glikolitik enzimler ¢ok
yiiksek seviyelerde transkribe edilirler ve sitoplazmik ¢oziinebilir proteinlerin yaklasik
%30-60’n1  olustururlar. Gerlp’nin  (glycolysis regulation-1) glikolitik  genlerin
diizenlenmesinde en onemli transkripisyon faktorii oldugu goriilmustiir (Baker 1991).
Gerl mutantt maya hiicreleri glukoz iceren ortamda iireyemezler. Glikolitik enzimlerin
transkripsiyonlar1 fermente edilemeyen ortamda iiretilmis hiicrelerde veya Agcrl mutanti
maya hiicrelerinde oldukca az miktarda yapilir. Gerlp, glikolitik genlerin promotor
bolgeleri ile 6zel olarak etkilesir ve 5 -CTTCC-3 (CT kutusu) dizisine baglanir. GCRI’e
ek olarak GCR2’nin de, glikolitik genlerin transkripsiyonlar1 i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir (Uemura ve Fraenkel 1990).

GCRI mutantlarinda glukoz transportunun da tam olarak yapilamadig:
gosterilmistir (Bisson ve ark. 1993). Bu nedenle Agcrl ve Agcr2 mutantt S. cerevisiae
suslarinda HXT2 ve HXT4 genlerinin transkripsiyonlar1 Hxt2-lacZ ve Hxt4-lacZ gen
flizyonlar1 kullanilarak arastirilmistir (Tiirkel ve Bisson 1999). Bu arastirmadan elde
edilen sonuglar HX72 ve HXT4 genleri transkripsiyonlarinin Agerl ve Agcr2
mutantlarinda oldukga diisiik seviyede yapildigin1 gostermistir. Ayrica in vitro olarak
Gerlp’nin HXT2 ve HXT4 promotorlarina spesifik olarak baglandigi da bulunmustur
(Tiirkel ve Bisson 1999). Bu sonuglardan glukozun hiicre i¢ine alinimi ig¢in tasiyici

protein kodlayan genler olan HX72 ve HXT4 genlerinin glikolitik genlere paralel olarak
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transkripsiyonlarinin ayni transkripsiyon faktorlerince kontrol edildigi belirlenmistir

(Tiirkel ve Bisson 1999).

2. 6. Glukozun Algilanmasi (Glucose Sensing)

Glukoz eukaryotik hiicreler i¢in ¢ok hizli ve kolaylikla kullanilabilen karbon ve
enerji kaynagidir. Glukozun iireme ortamindaki varlig1 degisik metabolik yollar1 etkiler
ve metabolik ara {riinlerde ve son {iriinlerde sayisiz metabolik degisiklige yol acar.
Glukozun etki ettigi metabolik yollar; Glikolizis, fermentasyon, TCA (trikarboksilik asit
dongiisii), pentoz fosfat yolu ve solunumdur. Farkli eukaryotik hiicreler glukozun
varligini algilamak i¢in 6zel mekanizmalar gelistirmislerdir.

Glukoz plazma membraninda bulunan 6zel glukoz reseptorleri tarafindan
algilanmaktadir (Sekil 2.6). Hiicre i¢i konsantrasyonuna gore glukoz girisini kontrol
ederler (Rolland ve ark. 2001).

Maya hiicreleri glukoz yada glukozla yakindan iligkili sekerleri tercih ederler.
Ciinkii bu sekerler hizli sekilde etanole doniistiiriilebilir. Ortamda etanoliin birikimi
etanole oldukga toleransli maya hiicrelerine segici bir avantaj saglar. Bu nedenle mayalar
bu 0Ozel karbon kaynaginin siiratle tasinmasini, onun 6zel ve optimal kullanimini
garantiye almak i¢cin mekanizmalar gelistirmislerdir. Mayada glukoz varliginda solunum
ve alternatif karbon kaynaklarinin kullanimi ile ilgili genler baskilanirken, fermentasyon
ve biiyiime ile ilgili genler aktive edilir. Bu olaya “Glukoz Baskilamasi” (Glucose
Repression) denir (Gancedo 1998, Carlson 1999).

Eukaryotik hiicrelerde glukoz varliginin algilanmasi i¢in bir¢cok sistem bulunur.
Bunlar; Glukoz fosforlayan enzimler (Hekzokinazl-2, Glukokinaz), Glukoz sensorler

(Snf3p, Rgt2p), Glukoz reseptorleri (Gprlp)’dir (Rolland ve ark. 2001) (Sekil 2.6).
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Sekil 2. 6: S. cerevisiae’da glukoz sinyalinin algilanma mekanizmalari
(Roland ve ark. 2001).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3. 1. Arastirmalarda Kullanilan S. cerevisiae Suslar1 ve Ureme Ortam

Bu aragtirmada kullanilan S. cerevisiae suslarinin genotipleri cizelge 3.1°de
verilmistir. YST150 ve YST151 nhp6A4/B mutasyonu hari¢ izogenik suslardir. YST124,
YST161-YST167 suslar1 da belirtilen mutasyonlar hari¢ izogenik suslardir. YST150 ve
YST151 Dr. N. Lehming’in (University of Singapour-Singapour), YST124, YST161-
YST167 suslart ise Frankfurt Universitesi’nin S. cerevisiae koleksiyonundan

saglanmistir.

Cizelge 3. 1. Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslarinin genotipleri.

Sus adi Genotip (ilgili mutasyon)

YST150 MATa ura3-52, leu2-3, his3A200, lys2-801, trp1 A63, ade2::hisG (Yaban tip)

YST151 MATa  ura3-52, leu2-3, his3A200, lys2-801, trplA63, ade2::hisG Anhp6A,
Anhp6B (Anhp6A4/B)

YST124 MATa his3A1; leu2A0; met1 SAQ; ura3A0 (Yaban tip)

YSTI161 MATa his3A1; leu2AO; metl 5A0; ura3A0; YNL330c::kanMX4 (Arpd3)

YST162 MATa his3A1; leu2AO; metl 5A0; ura3A0; YNLO21w::kanMX4 (Ahdal)

YST163 MATa his3A1; leu2A0; metl 5A0; ura3A0; YPL042¢::kanMX4 (Asrb10)

YST164 MATa his3A1; leu2A0; met1 SA0; ura3A0; YOR304w::kanMX4 (Aiswi2)

YST165 MATa his3Al; leu2A0; met1 SA0; ura3A0; YDLOOSc::kanMX4 (Amed?2)

YST166 MATa his3Al; leu2A0; met1 SA0; ura3A0; YDL002c::kanMX4 (Anhp10)

YST167 MATa his3Al; leu2A0; metl SAQ; ura3A0; YBROS1c::kanMX4 (Aspt7)

S. cerevisiae suslar1 rutin ¢aligmalar i¢in zengin besi yeri olan YP (1% yeast
extract, 2% peptone) ortaminda iiretildi (Rose ve ark. 1990). Arastirmada kullanilan besi
yerlerinin hazirlanmas1 Ek-1°de verildi. Karbon kaynagi olarak da ilgili deneylerin
sonuclar boliimiinde agiklandigi gibi glukoz baskilanmasi icin (Repress sartlar) % 4
(w/v), glukoz baskilanmasinin istenmedigi lireme sartlarinda ise (Derepress sartlar) %2
gliserol, %2 laktat ve %0.05 (w/v) glukoz eklendi. Arastirmalar boyunca S. cerevisiae

hiicreleri 30 °C’de, karistirmali etiivde (135 devir/dakika) iiretildi.
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3. 2. Kullanilan Plazmitlerin Cogaltilmasi

Arastirmada kullanilan gen fiizyonlarinin bulundugu plazmidler E. coli’de
cogaltildi. Bunun i¢in 6nce E. coli DH5a hiicreleri 10 ml LB (%1 Bacto- tripton, %0.5
yeast extract, %1 NaCl ) sivi ortamda logaritmik faza kadar 37 °C’de iiretildi. Bakteri
hiicreleri MgCl,, CaCl, yontemi kullanilarak kompetant hale getirildi (Ausubel ve ark.
1987). Kompetant bakteriden 150 pl alindi ve yaklasik 0,1-0,5 pg plazmid eklendi.
Plazmidlerin E. coli’ye transformasyonu standart yontemlerle yapildi (Ausubel ve ark.
1987). Plazmid E. coli karisimi buz iginde 30 dakika bekletildi. Bu siire sonunda 42
%C’de 2 dakika 1s1 sokuna ugratildi ve tekrar 2 dakika buzda bekletildi. Daha sonra
bakteri plazmid karisimina 850 pl LB ilave edildi ve 37 °C’de 1 saat bekletildi. Daha
sonra transformant bakterilerin se¢imi igin 100 pl’lik bakteri karistmi LB-Ampicillin
petrilerine ekildi ve petriler 37 °C’de 1 gece bekletildi (Ausubel ve ark. 1987). LB-
Ampicillin’de iireyip, koloni olusturan transformantlardan tek koloni alinarak tekrar LB-
ampicillinli petrilere ekim yapildi. Plazmid izolasyonu i¢in bu petrilerden sivi 10 ml LB-
ampicillin ortamina ekim yapildi ve karigtirmali inkiibatorde 37 °C 140 doniis/dakika
hizda iiretildi. Bakterilerden plazmid izolasyonu Aco-Prep plazmid saflagtirma kiti

kullanilarak tiretici firma tarafindan onerildigi sekilde yapildi.

3. 3. Arastirmada Kullanilan Plazmidlerin Yapisi ve Transformasyonu
Kromatin faktorlerinin HX72 ve HXT4 genleri transkripsiyonuna etkisini
arastirmak i¢in calismalarimizda Hxt2-lacZ ve Hxt4-lacZ gen fiizyonlar1 kullanildi. Bu
plazmidler daha onceki aragtirmalar sirasinda hazirlanmistir (Kruckeberg ve Bisson
1990, Theodoris ve ark. 1994). Hxt-lacZ gen flizyonlar1 S. cerevisiae’da ¢ogalma ve
seleksiyon i¢in 2pum replikasyon orijini ile URA3 geni igeren (2um-URA3) YEp vektori
tizerinde bulunmaktadir. HX72 gen fiizyonunda HXT2 geni promotor bodlgesinin 0,9
kbp’lik boliimii bulunmaktadir. Bu kontrol bolgesinin HX72 geninin glukoza bagl olarak
(Repress ve derepress) diizenlenmesi i¢in yeterli oldugu daha Onceki g¢aligmalarda
gosterilmistir (Kruckeberg ve Bisson 1990, Theodoris ve Ark. 1994).
Hxt4-lacZ gen flizyonununda da HX74 geninin UAS bdlgesinin 1605 bp’lik kismi
bulunmaktadir (Kruckeberg ve Bisson 1990, Theodoris ve ark. 1994). Bu bolgenin de

HXT4 gen fiizyonunun glukoza bagli olarak transkripsiyonunun kontrolii i¢in yeterli
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oldugu daha onceki calismalarda gosterilmistir (Theodoris ve ark. 1994,. Tiirkel ve
Bisson 1999).

Kontrol plazmidi olarak kullanilan pFN-8Xn plazmidi de ayni tlirden bir plasmid
olup His4-lacZ gen fiizyonu igcermektedir (Nagawa ve Fink 1985). HIS4 geni
transkripsiyonu glukoz baskilanmasiyla diizenlenmediginden glukoz baskilanmasinin
genel bir olay olmadigini gostermek i¢in kullanildi. Ayrica glukoz baskilamasiyla kontrol
edildiginden SUC2 gen fiizyonu da bazi deneylerde kontrol plazmidi olarak kullanildi.
Bu gen flizyonu daha 6nceki ¢aligsmalar sirasinda hazirlanmis olup SUC2 geni promotor
bolgesi Cycl-lacZ gen flizyonunun promotor bolgesi ile degistirilmistir (Tiirkel ve ark.
2003). Suc2-LacZ gen fiizyonu S. cerevisiae’da g¢ogalma ve seleksiyon icin 2um
replikasyon orijini ve URA3 geni igeren (2um-URA3) YEp vektori iizerinde
bulunmaktadir. Bu gen fiizyonunda kullanilan SUC2 geni promotor bolgesinin heterolog
promotorlardan yapilan transkripsiyonunun glukoza bagli olarak diizenlenmesi igin
yeterli oldugu daha 6nceki ¢alismalarda gdsterilmistir (Sarokin ve Carlson 1985).

Plazmidlerin S. cerevisiae hiicrelerine transformasyonunda daha 6nce tanimlandigi
sekilde lityum asetat polyetilen glikol yontemi kullanildi (Ito ve Ark. 1983).
Transformasyon i¢in dnce S. cerevisiae suslart YPAD (%1 yeast ekstrakt, %2 pepton, 20
mg/litre Adenin siilfat, %2 glukoz) ortaminda logaritmik asamaya kadar iiretildi (Rose ve
ark. 1990). Daha sonra hiicreler santrifiijde ¢oktiiriiliip steril saf su ile yikandi ve 0.1M
steril lityum asetat ¢ozeltisi ile bir saat karistirmali etiivde bekletildi. Bu siire sonunda
hiicrelerin bir kismi alinarak (500ul) tizerlerine 3-5 pg plasmid DNA’s1t ve 1-2 ug
denatiire edilmis herring sperm DNA’s1 ilave edilip 30 °C’de 30 dakika bekletildi. Daha
sonra bu hiicrelerin tlizerine 1ml %50°lik steril polyetilen glikol (PEG-4000) ilave edilip
30 °C’de 1 saat bekletildi. Bekleme siiresi sonunda S. cerevisiae hiicreleri 1s1 soku i¢in 42
°C’de 5 dakika bekletildi. Bundan sonra hiicreler mikrosantrifiijde 12500 rpm’de
coktiiriildii ve 1 ml steril su ile yikandi. Tekrar ¢oktiiriilen maya hiicreleri 150 pl steril saf
suda ¢6ziindii ve bu hiicre siispansiyonundan 75 pl urasil igermeyen sentetik tam minimal
tireme ortami (-Ura, SC + %2 glukoz) petrilerine ekim yapildi. Transformantlar yaklasik
3-4 giin sonra secilip yeni petrilerde iiretilerek B-galaktozidaz deneyi i¢in daha once

tanimlandig: sekilde hazirlandi (Guarente 1983).
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3. 4. B-galaktozidaz Aktivitelerinin Olciilmesi

Hxt2-lacZ, Hxtd-lacZ, Suc2-lacZ ve His4-lacZ gen fiizyonlariyla transforme
edilmis S. cerevisiae hiicreleri 6nce 3’1l olarak %4 (w/v) glukoz iceren 10 ml’lik —Ura,
SC iireme ortaminda karigtirmali etiivde duragan faza kadar iiretildi (yaklagsik 20-24
saat). Daha sonra bu transformantlardan 100uL taze —Ura, SC + %4 glukoz {ireme
ortamina ekim yapilarak ayni sartlarda logaritmik faza kadar (yaklasik 3-4 saat) (Agoo:
1.0) iiremeleri saglandi. Bu 4 saat sonunda hiicreler santrifiij ile ¢oktiiriildii. Coktiiriilen
hiicreler 10 ml steril saf su ile bir kez yikanip tekrar ¢oktiiriildii ve elde edilen hiicre
cokeltisi 10 ml —Ura, SC ortaminda ¢6ziildii. Bu hiicre ¢ozeltisinden 4 ml alimip HXT
genlerinin derepresyonu i¢in %2 gliserol/laktat ve %0,05 glukoz eklendi. Kontrol amagh
olarak da ayni hiicre ¢ozeltisinden 4 ml daha alinip %4 glukoz eklenerek HX72, HXT4 ve
SUC?2 transformant1 hiicrelerin repress sartlarda tiremeleri saglandi (Tiirkel ve Bisson
1999). Biiyiime periyodunun sonunda, maya transformantlar1 ¢oktiiriildii ve 1 mL distile
su ile yikandi. Bu hiicreler mikrofiij tiiplerinde ¢oktiiriildiikten sonra tizerlerindeki sivi
kisim atild1 ve hiicre c¢okeltisinin lizerine 200pul. Breaking Buffer eklendi. Hiicreler bu
sekilde -70 C”de donmaya birakildi. B-Galaktozidaz aktiviteleri 6nceden tammlandig
gibi li¢lii olarak belirlendi (Guarente 1983). B-Galaktozidaz aktivitelerinin Sl¢iilmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin igerikleri ve hazirlaniglar1 Ek-1de verildi.

B-Galaktozidaz oOl¢iimleri i¢in yukarida aciklandigr sekilde hazirlanmis hiicre
siispansiyonlarina permeabilizasyon i¢in 20 pl saf kloroform ve 20 ul 0.1%’lik SDS ilave
edilerek 10-15 saniye vortekslendi. Permeabilize edilen hiicre siispansiyonlarindan 20-40
ul’lik bir karigim alinarak 1 ml’lik Z tampon ¢ozeltisi i¢ine kondu. Daha sonra bu deney
¢ozeltisine 200 pul ONPG eklenerek 30 °C’de acik sar1 renk olusuncaya kadar beklenerek
gecen siire belirlendi. Bekleme siiresi sonunda reaksiyon 500 pl 1M sodyum karbonat
ilave edilerek durduruldu. Reaksiyon tiipleri 3000 rpm’de santrifj edildi, hiicreler
coktiiriildi. Cozelti absorbansi 420 nm’de belirlendi. Deneylerde her sus igin 3
transformant kullanildi. Deneyler en az iki kez tekrarlandi. B-galaktozidaz aktiviteleri
Miller Unitesi olarak verildi (Guarente 1983). PB-galaktozidaz aktivitelerinin
hesaplanmasinda kullanilan esitlik Ek-2’de verildi Enzim deneyleri de iiglii olarak
yapildigindan sonuglar boliimiinde verilen [(-galaktozidaz aktiviteleri 18 farkli enzim

aktivitesinin ortalamasini gostermektedir. Ayn1 S. cerevisiae susunun transformantlar
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icin yapilan B-galaktozidaz Ol¢limlerinde standart sapmanin beklendigi gibi %10’dan

daha az oldugu bulundu.

3.5. HXT2 ve HXT4’de Derepresyon Hizinin Zamana Bagh Ol¢iimii

Nhp6A/B proteinlerinin HX72 ve HXT4’de derepresyon hizina etkilerini arastirmak
icin Hxt2-lacZ ve Hxt4-lacZ gen fiizyonlarindan yapilan transkripsiyon zaman aralikli
olarak oOlc¢iildii. Bunun i¢in 6nce Hxt2-lacZ ve Hxt4-lacZ transformanti hiicreler 10’ar
ml’lik —URA, SC %4 glukoz lireme ortaminda ikiserli kiiltiirler olarak duragan faza
kadar {iretildi. Bu stok hiicreler kullanilarak baslangic ODggo degeri 0,2 olacak sekilde 50
ml’lik taze -URA, SC %4 glukoz ortamina ekim yapildi ve hiicreler logaritmik asamaya
kadar tiretildi. Logaritmik fazda hiicreler ¢oktiiriildii ve 50 ml steril saf su ile yikandi.
Tekrar 4000 rpm’de ¢oktiiriildii, sivi kisim atilarak hiicre ¢okeltileri 50 ml “URA, SC %2
Gliserol/Laktat ve %0,05 glukoz ortaminda ¢oziildii. Bu sekilde hazirlanan hiicreler
karistirmali etiive alinarak tiremeye birakildi. (30 °C 140 déniis/dakika) Bu hiicrelerden
30 veya 60 dakika zaman araliklariyla Cizelge 4. 2.’de verildigi sekilde (toplam 6 adet)
5’er ml hiicre Ornekleri alinarak B-Galaktozidaz enzim aktivitelerinin Sl¢limleri icin
Boliim 3.4°de agiklandigr sekilde hazirlandi. Deneyler 3’erli olarak yapildi ve iki kez

tekrarlandi. Standart sapmalarin %10 un altinda oldugu belirlendi.
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4. SONUCLAR

4. 1. Non-histon Protein 6A/B’nin HX72 ve HXT4 Genlerinin Transkripsiyonlarina
Etkileri

HXT2 ve HXT4 genlerinin transkripsiyonlar1 glukoz konsantrasyonuna bagl
olarak kontrol edilir. Ureme ortaminda yiiksek konsantrasyonlarda glukoz bulunmasi
HXT2 ve HXT4 genlerinden transkripsiyon yapilmasmi engellemektedir (Ozcan ve
Johnston 1995). HXT2 ve HXT4 genleri transkripsiyonlarinin baskilanmasi da DNA’ya
baglanan transkripsiyon faktorleri, Rgtlp ve Miglp, ve bunlarla etkilesen ko-represorler
Ssn6-Tuplp faktorlerince saglanir. Ssn6-Tupl kompleksinin bazi promotorlarda
Nhp6A/B ile etkilestigi bulundugundan, Nhp6A/B’nin HXT2 ve HXT4 promotorlarina
etkileri arastirildi.

Bunun i¢in Hxt2-lacZ ve Hxt4-lacZ gen fiizyonlar1 yaban tip maya susuna ve
izogenik Anhp6A/B mutant maya susuna transforme edildi. Transformantlar glukoz
baskilamasinin oldugu (repressed) ve baskilamanin olmadigir (derepressed) iireme
ortamlarinda {retilerek HX72 ve HXT4 gen flizyonlarindan yapilan transkripsiyon
Olctldii.

HXT? transkripsiyonu maya hiicreleri diisiik glukozlu ortama aktarildiginda yaban
tip (YST150) ve Anhp6A4/B mutant maya hiicrelerinde (YST151) yaklagik 4-5 kat
derepress edildi. Bununla birlikte, HX72 transkripsiyonunun repress seviyeleri yaban
tipte (YST150) dlgiilen transkripsiyon aktivitesi 274 MU iken Anhp6A/B mutant maya
susundan 46 MU’ye diistii. Yani mutant maya susunda 6 katlik bir diisiis meydana geldi.
Ayn1  sekilde Anhp6A/B  mutasyonuna sahip maya hiicrelerinde = HX72
transkripsiyonunun derepresyonunda 4-5 katlik bir diislis gozlendi. Sonug¢ olarak
Anhp6A/B  mutasyonuna sahip maya hiicrelerinde HX72’nin represyonu ve
derepresyonu meydana gelmesine ragmen, yaban tiple karsilastirildiginda hem repress
hem de derepress seviyelerin ¢ok daha diisiik oldugu bulundu (Cizelge 4. 1).

HXT4in transkripsiyonu yaban tip maya transformantlarinda ve diisiik glukozlu
ortamda yaklasik 60 kat derepress oldu. Anhp6A/B mutant maya hiicrelerinde de HX74
geninin derepresyonu meydana geldi. Ancak mutantlarda derepresyon seviyeleri yaban
tiptekinden 10 kat daha diisiik oldu. Yaban tip ve Anhp6A4/B mutant maya susu repress
seviyeler acisindan karsilastirildiginda bir fark gozlenmedi (Cizelge 4. 1).
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Kontrol gen flizyonu olarak kullanilan HIS4 transkripsiyonu glukoz baskilamasi
ile diizenlenmez ve bu nedenle HIS4 geninde transkripsiyon Anhp6A4/B mutasyonundan
etkilenmez. Bu nedenle yaban tip ve Anhp6A4/B mutantlarinda His4-lacZ gen
fizyonunda glukoz baskilamasi veya derepresyon goriilmedi. Fakat His4-lacZ
transkripsiyonunun Anhp6A4/B mutantinda yaklasik 2-kat arttig1 belirlendi (Cizelge 4. 1).
Suc2-lacZ transkripsiyonu Nhp6A/B’ye bagli olarak kontrol edildiginden mutant susta

Oonemli miktarda azalma goriildii (Tiirkel 2004).

Cizelge 4. 1. Nhp6A ve Nhp6B faktorlerinin HX72 ve HXT4 transkripsiyonuna
etkileri.

B-Galaktosidaz Aktiviteleri

Yaban Tip(YST150) AnhpG6A/B
Mutanti(YSTI51)
Gen Fiizyonlari R" DR R DR
Hxt2-lacZ 274 954 46 204
Hxt4—lacZ 19 1163 15 179
Suc2-lacZ 1 903 2 56
His4—lacZ 24 22 49 42

*B-Galaktozidaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verildi.
PR, Repres (4% glucose); Dr, derepres (%2 gliserol %2 laktat, 0.05% glukoz)
tireme sartlarin1 gostermektedir.

4.2. HXT2 ve HXT4 Transkripsiyonlarinin Zaman Arahkh Olgiilmesi

Anhp6A/B ¢ift mutantinda derepresyon siireci sirasinda HX72 ve HXT4 genlerinin
transkripsiyonunda herhangi bir artma-azalma olup olmadigini belirlemek i¢in HX72 ve
HXT4 genlerinin yaban tipte (YST150) ve mutant susta (YST151) zaman aralikli
derepresyon Ornekleri alinarak analiz edildi. HXT2 ve HXT4 in transkripsiyonlar1 yaban
tip maya susunda inkiibasyon periyodunun 3. saatinin sonunda maksimum degerlerine
ulasti. Bununla birlikte yaban tipe zit olarak, Anhp6A/B mutantinda HXT72 ve HXT4
genlerinin transkripsiyonlarinin derepresyonlar1 ¢cok yavas ve diisiik seviyede meydana

geldi. Sonug olarak ne yaban tip ne de Anhp6A4/B mutantinda HX7T2 ve HXT4 genlerinin
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derepresyonlar1 sirasinda herhangi bir diizensizlik gézlenmedi ve derepresyonlarinin da

¢ok yavas oldugu bulundu (Cizelge 4. 2.).

Cizelge 4. 2: HXT2 ve HXT4 transkripsiyonlarinin zaman aralikli l¢iilmesi.

1500

—8— HXT?2 (wr)
—O— HXT?2 (Anhp6A/B)

1250 —&-- HXT4 (wt) L
—-t-- HXT4 (Anhp6A/B) P

B-Galaktoozidaz Aktivitesi (MU)

T T T T
0 30 60 90 120 150 180 210 240
Zaman (Dakika)

4. 3. Rpd3p’nin HXT2 ve HXT4 Transkripsiyonlarina Etkileri

Rpd3p ve Hdalp gibi histon deasetilazlarin farkli genleri ve ayr1 fonksiyonel
metabolik yollart (Hiicre dongiisii, karbonhidrat metabolizmas1 gibi) diizenledigi
belirlenmistir (Bernstein ve Schreiber 2002). Genel olarak histon deasetilasyonu ve maya
promotorlarindaki transkripsiyonun baskilanmas1 arasinda bir baglantt oldugu
belirlenmistir. RPD3 geni bir¢ok maya genini baskilamada gereklidir ve Rpd3p’nin
fonksiyonu iki farkli proteine baghdir. Bunlardan biri Ume6p represor proteinidir, digeri
de Sin3p’dir (Verdin ve Ark. 2003).

HXT? transkripsiyonun repress seviyelerinin yaban tip (YST124) ve Arpd3 mutant
maya susunda (YST161) yaklasik olarak ayni oldugu gozlendi. Derepress seviyelerde ise
yaban tiple karsilastirildiginda Arpd3 mutant maya susunda yaklasik %20’lik bir diisiis
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oldugu belirlendi. Bununla birlikte HX72 transkripsiyonu hem yaban tip (YST124) hem
de Arpd3 mutant maya susunda (YST161) yaklasik 3-4 kat derepress oldu (Cizelge 4. 3).

HXT4 transkripsiyonunun repress seviyeleri karsilagtirildiginda Arpd3 mutant
susunun repress seviyelerinin yaban tipten yaklasik olarak 2 kat fazla oldugu, derepress
seviyelerin ise bu iki susta yaklagik olarak ayni oldugu goézlendi. Bununla birlikte HX74
transkripsiyonu yaban tipte (YST124) 11 kat derepress olurken, Arpd3 mutant maya
susunda (YST161) 6-7 kat derepress oldugu gozlendi (Cizelge 4. 3).

Suc2-lacZ kontrol gen flizyonu da beklendigi sekilde diisiik glukozda derepress
edilerek her iki susta da transkripsiyonlarinin yiizlerce kat arttig1 bulundu (Cizelge 4. 3).

Cizelge 4. 3. HDAC’lardan Rpd3p’nin HX72 ve HXT4 transkripsiyonlarina etkileri

B-Galaktozidaz Aktiviteleri®

Yaban Tip(YST124) Arpd3 Mutanti(YST161)
Gen Fiizyonlari R* DR R DR
Hxt2-lacZ 540 1902 519 1623
Hxt4—lacZ 245 2623 422 2707
Suc2-lacZ 3 840 4 1005

B-Galaktozidaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verildi.
PR, Repres (4% glucose); Dr, derepres (%2 gliserol %2 laktat, 0.05% glukoz)
tireme sartlarini gostermektedir.

4. 4. Hdalp’nin HXT2 ve HXT4 Transkripsiyonlarina Etkileri

Tuplp-Ssn6p kompleksi S. cerevisiae’da genel bir transkripsiyonal ko-represordiir.
Tup1-Ssn6 kompleksi kendi kendisine DNA’ya baglanamaz. Ancak diziye 6zel DNA’ya
baglanan proteinler ile etkileserek hedef promotorlarda etkilerini gosterirler. Tuplp
araciligr ile baskilamada iki model One siirlilmiistiir. Bunlardan birisi, Tuplp histon

deasetilazlarin baglanmasiyla transkripsiyonal olarak baskilanmis bir durum yaratir.
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Hdalp in vitro olarak Tuplp’e baglanir ve HDAI delesyonu Tuplp tarafindan kontrol
edilen birka¢ gende histonlarin hiperasetilasyonu ile sonuglanir (Green ve Johnson 2004).

HXT?2 transkripsiyonunun repress seviyeleri karsilastirildiginda, Ahdal mutant
maya susunun (YST162) repress seviyelerinin yaban tipten (YST124) yaklasik %20
fazla, derepress seviyelerinin de %25 daha diisiik oldugu gozlendi. Bununla birlikte
HXT? transkripsiyonu yaban tipte yaklasik 4 kat derepress olurken, Ahdal mutant maya
susunda yaklasik 2 kat derepress oldu (Cizelge 4. 4).

HXTH4 transkripsiyonunun repress seviyeleri karsilastirildiginda ise, Ahdal mutant
maya susunun repress seviyeleri yaban tipten yaklasik olarak %50 daha diisiik iken,
derepress seviyelerin yaklasik olarak aymi degerlerde oldugu belirlendi. Yaban tipte
HXT4 transkripsiyonunun 11 kat derepress oldugu gozlendi. Ahdal mutant maya susunda
ise HXT4 transkripsiyonu 20 kat derepress oldu (Cizelge 4. 4).

Bu tez arastirmasinda pozitif kontrol olarak kullandigimiz SUC2 gen fiizyonunun
transkripsiyonlar1 da hem mutant hem yaban tip maya susunda yiizlerce kat derepress

oldugu gozlendi (Cizelge 4. 4).

Cizelge 4. 4. HDAC’lardan Hdalp’nin HX72 ve HXT4 transkripsiyonlarina etkileri

B-Galaktozidaz Aktiviteleri®

Yaban Tip(YST124)  Ahdal Mutanti(YST162)

Gen Fiizyonlari R* DR R DR
Hxt2—lacZ 540 1902 669 1508
Hxt4—lacZ 245 2623 141 2837
Suc2—-lacZ 3 840 6 508

*B-Galaktozidaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verildi.
PR, Repres (4% glucose); Dr, derepres (%2 gliserol %2 laktat, 0.05% glukoz)
tireme sartlarini gostermektedir.
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4. 5. Srb10 Mediator Bileseninin HX72 ve HXT4 Transkripsiyonuna Etkileri

Transkripsiyon baskilanmasinda CDKS8 (Srb10) geninin bir roli oldugu
belirlenmistir. Mayada Srb10p ve Srbllp faktorleri transkripsiyonal baskilama ile
ilgilidir. Bununla beraber Stb10p, Srb4p ile beraber GAL4 i¢in ayrica bir aktivator olarak
da kullanilabilir (Guglielmi ve ark. 2004).

Tuplp-Ssn6p ko-represor kompleksi DNA’ya direkt olarak baglanamaz, ancak
diziye 6zel DNA’ya baglanan proteinler ile birleserek hedef promotorlarda etkilerini
gosterebilir. Ilging olarak, Srb8p-Srbl1p mediatér modiilii Tuplp ile etkilesir. Srb10p
transkripsiyonu negatif olarak etkiler ve onun kinaz fonksiyonu Tuplp’nin kontrol ettigi
genlerin tam baskilanmasi i¢in gereklidir (Green ve Johnson 2004).

Srb10p mutant maya susundaki (YST163) HXT2 ve HXT4 transkripsiyonu, yaban
tip maya susu (YST124) ile karsilastirildiginda Srb10 mediatér bileseninin HX72 ve
HXT4 transkripsiyonuna 6nemli bir etkisinin olmadig1 bulundu. Bununla birlikte HX72
transkripsiyonunun repress ve derepress seviyeleri karsilastirildiginda, Asrb/0 mutant
maya susunun repress seviyelerinin %30-35, derepress seviyelerinin de yaklasik %50
oraninda yaban tipten daha diisiik oldugu belirlendi. Yabani tipte HX72 transkripsiyonu
3-4 kat derepress olurken Asrbl0 mutant maya susunda 2-3 kat derepresyon meydana
geldi (Cizelge 4. 5).

HXT4 transkripsiyonu Asrb /() mutantinda analiz edildiginde, Asrb1() mutant maya
susunun repress seviyelerinin yaban tipten yaklasik %60 daha fazla iken, derepress
seviyelerinin %40 daha diisiik oldugu gozlendi. HXT4 transkripsiyonu yaban tipte 11 kat
derepress olurken, Asrb1( mutant maya susunda 2-3 kat derepress oldu (Cizelge 4. 5).

Suc2-lacZ fiizyonu da yine her iki susta da yiizlerce kat derepress oldu. Ancak
Suc2-lacZ flizyonunun transkripsiyonunun Asrb/() mutant maya susunda yaban tipten 4

kat daha az oldugu bulundu (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4. 5. Mediator bileseni Srb10’un HXT2 ve HXT4 transkripsiyonlarina etkileri

B-Galaktozidaz Aktiviteleri®

Yaban Tip(YST124) Asrb10 Mutanti(YST163)
Gen Fiizyonlari R* DR R DR
Hxt2-lacZ 540 1902 369 904
Hxt4—lacZ 245 2623 632 1613
Suc2-lacZ 3 840 1 184

*B-Galaktozidaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verildi.
PR, Repres (4% glucose); Dr, derepres (%2 gliserol %2 laktat, 0.05% glukoz)
tireme sartlarin1 gostermektedir.

4. 6. ATP-Bagimh Kromatin Diizenleyen Isw2p’nin HX72 ve HXT4
Transkripsiyonlarina Etkileri

Imitation Switch (ISW) kromatin diizenleyen faktorlerin, niikleozomun TATA
kutusu iizerinde yerlesmesiyle iliskisi oldugu belirlenmistir. Hem Isw2p hem de Tuplp,
RNR3 gibi bazi genlerde (DNA hasariyla uyarilabilen gen) niikleozomlarin TATA
tizerinde yerlesmesinde gerekli oldugu belirlenmistir. Her iki gende baskilayici kromatin
yapisini siirdiirmek i¢in gereklidir (Zhang ve Reese 2004).

Bu tez arastirmasinda Aisw2 mutant maya susu (YST164) ve yaban tip maya
suslarinda (YST124) HXT2 ve HXT4 transkripsiyon seviyeleri karsilastirildiginda HX72
ve HXT4 transkripsiyonlarinin Aisw2 mutasyonundan etkilenmedikleri belirlendi. Fakat
HXT? transkripsiyonunun repress ve derepress seviyeleri iki susta da karsilastirildiginda
Aisw?2 mutant susunun repress seviyeleri yaban tip maya susundan %30 fazla, derepress
seviyelerinin ise yaban tipten %15 daha diisiik oldugu gozlendi. HX72 transkripsiyonu
yaban tip maya susunda (YST124) 3-4 kat derepress olurken, Aisw2 mutant susunda 4-5
kat derepress oldu (Cizelge 4. 6).

HXTH4 transkripsiyonu iki sugda karsilagtirildiginda, Aisw2 mutant susunun repress

seviyeleri yaban tipten yaklasik %50 daha diisiikken, derepress seviyeleri yaklasik olarak
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ayn1 oldugu bulundu. HX74 transkripsiyonu yaban tipte 11 kat derepress olurken, Aisw?2
mutant susunda 18 kat derepress oldu (Cizelge 4. 6).

SUC?2 genide her iki susta diisiik glukozda beklendigi gibi yiizlerce kat derepres
oldu (Cizelge 4. 6).

Cizelge 4. 6. ATP-bagiml1 kromatin diizenleyen Isw2 faktoriiniin HX72 ve
HXT4 transkripsiyonlarina etkileri.

B-Galaktozidaz Aktiviteleri®

Yaban Tip (YST124) Aisw2 Mutanti(YST164)
Gen Fiizyonlari R* DR R DR
Hxt2—lacZ 540 1902 371 1677
Hxt4—lacZ 245 2623 135 2425
Suc2—-lacZ 3 840 3 687

*B-Galaktozidaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verildi.
PR, Repres (4% glucose); Dr, derepres (%2 gliserol %2 laktat, 0.05% glukoz)
iireme sartlarin1 gostermektedir.

4. 7. Mediator Kompleksi Bileseni Med2p’nin HX72 ve HXT4 Transkripsiyonlarina
Etkileri

Yapilan arastirmalar mediatér kompleksini 4 ayr1 modiile aymrmistir. Bu
modiillerden biride Galllp (Med15p) yada Kuyruk (Tail) modiiliidiir. Med2p alt birimi
bu modiil i¢indedir. Bu modiil transkripsiyonal aktivatorler i¢in temel hedeftir (Guglielmi
ve ark. 2004). Amed2 mutasyonunun saflagtirilmig bir transkripsiyonal sistemde ve in
vivo ortamda fonksiyonal karakterizasyonu bu mediatér bileseninin 6zel aktivatorler
tarafindan transkripsiyonun uyarilmasinda anahtar bir rol oynadigini gosterir (Myers ve
Kornberg 2000). Med2p’nin Srb10p cyclin kinaz ile etkilesip, onun tarafindan
fosforlandig1 da belirlenmistir (Hallberg ve ark. 2004).

Bu arastirmada Med2p’nin HXT2 ve HXT4 genlerine etkileri arastirildi. HX72

transkripsiyonunun repress seviyeleri Amed2 mutant maya susunda yaban tipten %45
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daha az ve derepress seviyelerin de yine mutant susta yaklasik %70 daha az oldugu
gozlendi. HXT?2 transkripsiyonu yaban tipte 3-4 kat derepress olurken, Amed2 mutant
susunda yaklasik 2 kat derepress oldu (Cizelge 4. 7).

HXT4 transkripsiyonunun repress seviyeleri Amed2 mutant susunda, yaban tipten
yaklagik 8 kat daha diisiik, derepress seviyelerin de yine mutant susta 12 kat daha diisiik
oldugu belirlendi (Cizelge 4. 7).

Suc2-lacZ gen flizyonuda her iki susta diisiik glukozda oldukg¢a fazla sekilde
derepress oldu. Med8p’nin daha oOnceki arastirmalarda SUC?2 i¢in gerekli oldugu da
gosterilmistir (Moreno-Herrero ve ark. 1999) (Cizelge 4. 7).

Cizelge 4. 7. Med2 mediator bileseninin HX72 ve HXT4 transkripsiyonlarina etkileri

B-Galaktozidaz Aktiviteleri®

Yaban Tip(YST124) Amed2 Mutanti(YST165)
Gen Fiizyonlar: R* DR R DR
Hxt2—-lacZ 540 1902 294 658
Hxt4—-lacZ 245 2623 32 217
Suc2-lacZ 3 840 7 240

*B-Galaktozidaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verildi.
PR, Repres (4% glucose); Dr, derepres (%2 gliserol %2 laktat, 0.05% glukoz)
tireme sartlarin1 gostermektedir.

4. 8. Kromatin Faktorii Nhp10p’nin HX72 ve HXT4 Transkripsiyonlarina Etkileri
NHPI0 geni bir HMG kutusu proteini kodlar. S. cerevisiae’da SAGA
kompleksinin, Gal4p’nin aktive ettigi transkripsiyon sirasinda koaktivator olarak gorevi
vardir (Larschan ve Winston 2005).
Bu tez arastirmasinda Nhpl0 mutant maya susu (YST166) ve yaban tip sus
(YST124) karsilagtirildiginda, NhplO0’un HXT72 ve HXT4 transkripsiyonlarina bir

etkisinin oldugu bulundu. HX7?2 transkripsiyonunun repress seviyelerinin Ankp (0 mutant
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susunda yaban tipten %45 daha az, derepress seviyelerinde yine mutant susta %55-60
daha az oldugu gozlendi. HXT2 transkripsiyonu yaban tipte 3-4 kat derepress oluraken,
Anhp 10 mutant susunda 2-3 kat derepress oldugu belirlendi (Cizelge 4. 8).

HXT4 transkripsiyon seviyelerine kiyaslandiginda, Anhpl0 mutant sugunun repress
seviyeleri yaban tipten yaklasik olarak %50 daha diisiik, derepress seviyelerinin de yaban
tipten yaklasik %30 daha diisiik oldugu gozlendi. HX74 transkripsiyonu yaban tipte 11
kat derepress olurken, Anhp10 mutant susunda yaklasik 13 kat derepress oldu (Cizelge 4.
8).

Kontrol olarak kullanilan Suc2-lacZ gen fiizyonunun da Anhpl() mutantinda
derepres oldugu bulundu. Fakat Anhpl0 mutantinda SUC2 geni transkripsiyon
seviyesinin yaban tipe oranla %50 daha diisiik oldugu goriildii (Cizelge 4. 8).

Cizelge 4. 8. Nhp10p’nin HXT2 ve HXT4 genleri transkripsiyonlarina etkileri

B-Galaktozidaz Aktiviteleri®

Yaban Tip(YST124) Anhp10 Mutanti(YST166)
Gen Fiizyonlan R? DR R DR
Hxt2-lacZ 540 1902 300 802
Hxt4—lacZ 245 2623 139 1863
Suc2—lacZ 3 840 1 448

*B-Galaktozidaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verildi.
PR, Repres (4% glucose); Dr, derepres (%2 gliserol %2 laktat, 0.05% glukoz)
iireme sartlarin1 géstermektedir.

4. 9. SAGA Kompleksi Bileseni Spt7p’nin HX72 ve HXT4 Genleri
Transkripsiyonlarina Etkileri

SAGA kompleksi S. cerevisiae’da bircok genin normal transkripsiyonu ig¢in
gereklidir. Bu kompleksin biitiinliigii ti¢ ¢ekirdek (core) altbirime baglidir. Bunlar, Spt7p,
Spt20p ve Adalp bilesenleridir. Spt7p diger iki ¢ekirdek altbirimin seviyelerini kontrol
etmek icin dnemlidir. Spt7p iceren SAGA kompleksi Spt20p ve Adalp’in her ikisinin
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yoklugunda bile kismen bir arada kalabilir. Spt7p seviyeleri in vivo SAGA miktarini da
kontrol eder (Wu ve Winston 2002).

SAGA kompleksinin HX72 ve HXT4 transkripsiyonlarina etkileri arastirildi. SPT7
geninin 6zellikle HX74 transkripsiyonuna 6dnemli bir etkisinin oldugu goriildii.

HXT? transkripsiyonunun repress seviyeleri Asp?7 mutant maya susunda %40 daha
diisiik, derepress seviyelerin de yine mutant susta %50 daha diisiik oldugu goézlendi.
HXT? transkripsiyonu yaban tipte 3-4 kat derepress olurken, Aspt7 mutant susunda 2-3
kat derepress oldu (Cizelge 4. 9).

HXT4 transkripsiyonunun repress ve derepress seviyeleri, suglar arasinda
karsilastirildiginda, Aspf7 mutant susunda repress seviyelerin 11 kat daha diisiik,
derepress seviyelerinde yaklasik 22 kat daha diisik oldugu gozlendi. HXT4
transkripsiyonu yaban tipte 11 kat derepress olurken, Asp¢7 mutant susunda yaklasik 5
kat derepress oldu (Cizelge 4. 9).

Pozitif kontrol olarak kullandigimiz Suc2-lacZ gen flizyonu da her iki susta yine
onemli sekilde derepress oldu. SAGA kompleksinin SUC2 genine etkisi daha once
gosterilmistir. Onceki sonuglara paralel olarak Suc2-lacZ geni fiizyonu derepresyonu da

spt7 mutantinda dnemli oranda azalma gosterdi (Cizelge 4. 9).

Cizelge 4. 9. SAGA bileseni Spt7p’nin HXT2 ve HXT4 transkripsiyonlarina etkileri

B-Galaktozidaz Aktiviteleri®

Yaban Tip(YST124) Aspt7 Mutanti(YST167)
Gen Fiizyonlari R* DR R DR
Hxt2-acZ 540 1902 324 983
Hxt4-lacZ 245 2623 22 118
Suc2-dacZ 3 840 5 154

*B-Galaktozidaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verildi.
PR, Repres (4% glucose); Dr, derepres (%2 gliserol %2 laktat, 0.05% glukoz)
tireme sartlarini géstermektedir.
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5. TARTISMA

Eukaryotik  organizmalarda ~ DNA’nin  kromatin  seklinde  bulunmasi,
transkripsiyonun dogrudan yapilmasini engellemektedir. Kromatin olusturup DNA’nin
sitki paketlenmesini saglayan baslica faktorler histon proteinlerinin olusturdugu
niikleozomlar ve non-histon proteinlerdir. Niikleozomlarin genlerin promotor bdlgelerine
transkripsiyon faktorlerince yerlestirilmesi bir¢ok gende transkripsiyonun baskilanmasi
ile sonuglanir. Buna en iyi 6rnek S. cerevisiae SUC2 geni transkripsiyonun niikleozomlar
ve niikleozomlarla birlikte bulunan represor faktorlerce baskilanmasidir (Wu ve Winston
1997, Bu ve Schmidt 1998).

Eukaryotlarda DNA’da kromatin olusturan faktorlerin DNA’da ¢6ziinmesi veya
¢Oziinmils durumda bulunan DNA’dan tekrar siki paketlenmis yogun kromatin
bolgelerinin olusturulmasi kromatin modifiye edici faktorlerce yapilir. Bu faktorler
oncelikle hem genetik hem de biyokimyasal olarak S. cerevisiae’da oldukga iyi analiz
edilmislerdir (Perez-Martin 1999).

Bu arastirmada S. cerevisiae’da glukozun hiicre icine taginmasi igin transport
proteinleri kodlayan HX72 ve HXT4 genlerinin transkripsiyonlarina kromatin yapisinda
degisikliklere neden olan faktorlerin etkileri arastirildi. HX72 ve HXT4 genlerinin
transkripsiyonlart Miglp-Ssn6p-Tuplp kompleksi tarafindan Rgtlp ile birlikte
baskilanmaktadir (Ozcan ve Johnston 1995). Tuplp nin niikleozomlarla etkilestigi de
daha onceki ¢calismalarda gosterilmistir.

Histon deasetilazlar niikleozomlarin daha siki bir sekilde DNA’ya baglanmasini
saglayan faktorlerdir (Verdin ve ark. 2003). Bu arastirmada iki farkli HDAC
kompleksinin HX72 ve HXT4 transkripsiyonlarma etkileri arastirildt ve HDAC
komplekslerinin HX7?2 transkripsiyonunun baskilanmasi veya aktive edilmesine herhangi
bir etkilerinin olmadig1 gosterildi. Buna karsin HX74 geni bazal transkripsiyonunun
Arpd3 mutantlarinda yaklasik iki kat artmast bu genin transkripsiyonunun
baskilanmasinda niikleozomlarin da yer alabilecegini gosterdi. Niikleozomlarin yaninda
eukaryotlarda kromatin olusturan diger faktorlerde high mobility group sinifinda bulunan
non-histon proteinlerdir. Bu proteinlerin farkli genlerde transkripsiyonu her iki yonde de
degistirebildigi yani bazi genlerde transkripsiyonun baskilanmasina bazi genlerde de
transkripsiyonun aktivasyonuna katildig1 daha 6nce gosterilmistir (Perez-Martin 1999). S.

cerevisiae’da da HMG gurubu proteinleri Nhp6A ve Nhp6B bulunmaktadir. Bu
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proteinler iki farkli genden kodlanmakla birlikte birbirine ¢ok fazla homoloji gosterirler
(Moreira ve Holmberg 2000). Nhp6A/B’ye ek olarak Nhp10°da S. cerevisiae ’da bulunan
diger bir non-histon proteindir. Arastirmamizda non-histon proteinlerin HX72 ve HXT4
genleri transkripsiyonuna etkileri de belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Nhp6A/B’nin
hem HXT2 hem de HXT4 transkripsiyonu i¢in mutlaka gerekli oldugunu gostermektedir.
HXT?2 ve HXT4 transkripsiyonlarinin Anhp6A/B mutantinda ¢ok fazla azalmasi normal
sartlarda bu proteinlerin HX72 ve HXT4 transkripsiyonlarinin aktivasyonu i¢in mutlaka
gerekli olduklarimi gostermektedir. Nhp6A/B transkripsiyon faktorii veya aktivatori
degildir. Bu durumda Nhp6A/B’nin HXT2 ve HXT4 promotorlarinda agik kromatin
bolgelerinin  olusumu icin gerekli olduklar1 distliniilebilir. Nhp6A/B’nin  bazi
promotorlarda niikleozomlarin agilmasini saglayan faktorlerle etkilestigi gosterilmistir
(Yu ve ark. 2000).

Bu aragtirmada niikleozomlarin kromatinden ¢06ziinmesini saglayan SAGA
kompleksinin HX72 ve HXT4 transkripsiyonuna etkileri de incelendi. SAGA mutant1 S.
cerevisiae susunda HXT2 ve HXT4 genlerinin transkripsiyonlarinda énemli azalmalar
oldugu bulundu. SAGA mutanti1 (Aspt7) S. cerevisiae hiicrelerinde HXT2 ve HXT4
transkripsiyonlarmin 6nemli miktarda azalmis olmasi, HX72 ve HXT4 genlerinde de
transkripsiyonun baskilanmasinda niikleozomlarin yer alabilece§ini gostermektedir.
Fakat bunun kesinlikle dogrulanabilmesi i¢cin HX72 ve HXT4 genlerinde in-vivo foot
print yapilarak bu genlerin promotorlarinda niikleozomlarin varliginin gosterilmesi
gerekmektedir. Yakin zamanda yayimlanan bir aragtirmada SAGA kompleksinin HX7T4
promotorlarinda Motlp ve Taflp ile etkilestigi gosterilmistir (van Oevelen ve ark. 2005).
Yapilan bu arastirmada SAGA kompleksinin HX72 transkripsiyonuna etkisi olmadigi
One siiriilmiistiir. Fakat bu tez aragtirmasinda elde edilen sonuglara gére HX72 geni
transkripsiyonunun Aspf7 mutant susunda yaklasik %50 daha az seviyede yapildigi
goriilmektedir. Bu sonuglara gére SAGA kompleksinin HX72 transkripsiyonunun
aktivasyonu i¢in gerekli oldugu 6ne siiriilebilir.

HXT?2 ve HXT4 genlerinin transkripsiyonlar1 Gerlp-Ger2p kompleksleri ve Rgtlp
ile aktive edilir (Tiirkel ve Bisson 1999, Ozcan ve Johnston 1996). Arastirmamizda
aktivator proteinlerin RNA polimeraz ile etkilesimini saglayan mediator kompleksinin de
HXT2 ve HXT4 transkripsiyonu i¢in gerekli oldugu bulundu. Ozellikle HXT4 geninden

hem bazal hem de aktive edilmis transkripsiyon i¢in Med2p’nin gerekli oldugu bulundu.
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Med2p’nin HXT?2 geninde de transkripsiyon aktivasyonu i¢in kismen gerekli olabilecegi
gosterildi.

S. cerevisiae’da  HXT2 ve HXT4 genlerinin transkripsiyonuna kromatin
faktorlerinin etkilerinin arastirildigi bu tez aragtirmasinda bazi kromatin faktorlerinin ve
mediator komplekslerinin bu genlerden yapilan transkripsiyonun kontrolii i¢in gerekli

olduklar1 bulundu.
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EKLER
Ek 1: Arastirmada Kullanilan Besi Yerleri ve Cozeltilerin hazirlanmasi

1: LB (Luria-Bertani Broth)

10 gram bacto tripton, 5 gram yeast extract, 10 gram NaCl toplam hacim 1 litre
olacak sekilde distile suda ¢oziildii. 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.

LB-Ampisilin lireme ortami igin filtrede sterilize edilmis ampisilin 100 mg/litre
olacak sekilde bakteri transformantlarini ekim yapmadan Once taze olarak iireme
ortamina eklendi.

LB petrileri hazirlamak i¢in LB siv1 besiyerine sterilizasyondan 6nce 15 gram/litre
agar agar eklendi ve daha sonra 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. LB-
Ampisilin petrileri icin de sterilizasyondan sonra besiyeri sicakligi 45-50 °C’ye
diistiikten sonra filtrede sterilize edilmis Ampisilin 100 mg/litre olacak sekilde besi

yerine eklendi.

2: YP (Yeast Extract, Peptone)

10 gram yeast ekstrakt, 20 gram bacto pepton toplam hacim 1 litre olacak
sekilde distile suda ¢oziildii. 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.

YP petrileri i¢in YP sivi besiyerine 20 gram/litre olacak sekilde agar agar
eklendi ve 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.

Ureme ortamina karbon kaynagi olarak ilave edilen glukoz, gliserol veya laktat
%20’lik stok ¢ozeltiler olarak hazirlanip 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.
Kullanimdan hemen Once iireme ortamina materyal metod bdoliimiinde verilen

konsantrasyonlarda ilave edildiler.

3: YNB without amino acids (Yeast Nitrogen Base) (sigma)

6.7 gram YNB toplam 1 litre distile suda ¢oziildi, 121 °C’de 25 dakika
otoklavda steril edildi. YNB kat1 besiyerini hazirlamak i¢in 20 gram/litre olacak sekilde
ve sterilizasyondan Once agar agar ilave edildi. Amino asit kaynagi olarak urasil
icermeyen amino asit karisimi 1.92 gram litre olacak sekilde hazirlanip filter ile steril
edilip YNB ortamina eklendi.

Karbon kaynagi olarak steril glukoz, gliserol veya laktat’dan {ireme ortamina

materyal metod bdliimiinde verilen konsantrasyonlarda ilave edildiler.
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4- B-Galaktozidaz Buffer (Z-Buffer) (B-galaktozidaz 6l¢iim Tamponu)
60 mM Na,HPOy,. 7 H»0
40 mM NaH,PO4. H,O
10 mM KCl
I mM MgSO;4. 7H,0
50 mM B-Merkepto etanol.
Z- buffer yukarida verilen iyon konsantrasyonlarini saglayacak sekilde stok ilgili

kimyasallar kullanilarak 1 litre olarak hazirlandi. Deneyler siiresince 4 °C de saklandu.

5- ONPG (O-Nitro phenyl B-D- Galactoside)
Toplam konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde taze olarak Z-buffer icinde

hazirlandi.

6- B-Galaktozidaz Breaking Buffer (Hiicre Siispansiyon Cozeltisi)
100 mM Tris. HCI, pH: 8
I mM DTT (1,4-Dithio-DL-threitol)
%20 Gliserol
4 mM PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride)
Hiicre Siispansiyon Cozeltisi yukarida verilen kimyasallarin stok ¢ozeltileri
kullanilarak verilen konsantrasyonlar1 olusturacak sekilde hazirlandi. Deneyler

siiresince 4 °C de saklandh.

7- 1M Sodyum Karbonat
106 gram Na,COjs toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda ¢oziildii.

Deneyler siiresince oda sicakliginda sakland1
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EK 2: B-Galaktozidaz Aktivitesinin Hesaplanmasi.
S. cerevisiae transformantlarindaki lacZ gen filizyonlarindan yapilan J3-

galaktozidaz enzim aktiviteleri asagidaki esitlige gore hesap edildi.

Aktivite: (OD420x 1000)/(txVxOD600)
Bu esitlikte;
Aktivite: Miller Unitesi, MU.

OD,;y: -galaktozidaz reaksiyonunda olusan sar1 rengin 420 nm’deki absorbansi

t: B-galaktozidaz reaksiyon siiresi (Dakika cinsinden verilmelidir)

V: vhx Konsantrasyon faktorii

vh: B-galaktozidaz reaksiyonunda kullanilan hiicre stispansiyonu hacmi (genellikle 0.02
ml)

Konsantrasyon faktorii: 5 ml hiicre ¢oktiiriiliip 0.2 ml’break buffer da ¢oziildiigiinden
konsantrasyon faktorii 25 olacaktir. Deneylerde kullanilan hiicre hacmine gore
degisebilir.

ODgoo: p-galaktozidaz Olglimiinde kullanilan 1 ml S. cerevisiae hiicrelerinin 600

nm’deki 6l¢tim degeri.
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