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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

S. CEREVISIAE’DA ABIYOTIK STRES KOSULLARININ HXT4 GENI
TRANSKRIPSIYONUNA ETKILERININ INCELENMESI

Saniye BAHAR

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Damsman: Prof. Dr. Sezai TURKEL

S. cerevisiae’da glukoz tercih edilen bir karbon ve enerji kaynagidir. S. cerevisiae’da
glukozun hiicre i¢ine taginmasi hiicre membraninda bulunan Hxt proteinleri tarafindan
yapilir. HXT4 geni transkripsiyonu glukoz sinyali ile kontrol edilir ve glukoz
tasinmasinda onemli islevi vardir. Hiicre i¢ine taginan glukoz ise hiicrenin fizyolojik
durumuna goére metabolize edilir. Abiyotik stres kosullarinda S. cerevisiae’da stres
koruyucu metabolitler olarak glikolitik yola bagli olarak trehaloz ve gliserol
sentezlenmektedir. Bu arastirmada HXT4 transkripsiyonuna abiyotik stres kosullarinin
etkileri incelendi. Ozmotik stresin HXT4 geni transkripsiyonunu baskiladigi goriildii.
Oksidatif stresin ise HXT4 geni transkripsiyonunu aktive ettigi belirlendi. Diger
taraftan, sicaklik stresinin ise belirli kosullarda HXT4 geni transkripsiyonunu aktive
ettigi bulundu. Bu sonuglara ek olarak stres kosullarinda aktive edilen transkripsiyon
faktorleri Hotlp ve Yaplp’nin HXT4 geni transkripsiyonuna etkilerinin olmadig
bulundu.

Anahtar Kelimeler: Abiyotik stres, Trehaloz, Glukoz sinyali, Hekzos tasinimi, S.
cerevisiae.
2011, VIII + 41 sayfa



ABSTRACT
M.Sc Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ABIOTIC STRESS CONDITIONS ON
THE TRANSCRIPTION OF HXT4 GENE IN S. CEREVISIAE

Saniye BAHAR

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Glucose is the preferred carbon and energy resource in S. cerevisiae. Glucose transport
into the cell is carried out by the Hxt proteins localized in the cell membrane.
Transcription of the HXT4 gene is regulated by glucose signaling and it has a significant
function in glucose transport. Once transported into the cell, glucose is metabolized
depending on the physiological status of the yeast cell. Under abiotic stress conditions,
trehalose and glycerol are synthesized from glycolytic intermediates as stress protectant
metabolites in S. cerevisiae. In this research, effects of abiotic stress conditions on the
transcription of HXT4 were investigated. It was found that while osmotic stress
represses the transcription of HXT4, oxidative stress activates its transcription. On the
other hand, it was shown that the temperature stress also activates the transcription of
HXT4 gene in certain conditions. In addition to these results, it was found that the stress
activated transcription factors Hotlp and Yaplp have no effect on the transcription of
HXT4 gene.

Key Words: Abiotic stres, Trehalose, Glucose signaling, Hexose transport, S.
cerevisiae.
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1. GIRIS

Hiicreler biyolojik aktiviteleri sirasinda hem hiicre icinde olusan bazi reaktif
molekiiller ve hem de hiicre disinda bulunan ¢esitli kosullar dolayisiyla abiyotik stres
olarak adlandirilan olumsuz kosullarla karsilasirlar. Canli organizmalar yasama
ortamlarinda olusan bu tiir streslere karsi hayatsal faliyetlerini devam ettirebilmek igin
cesitli korunma stratejileri gelistirmiglerdir. Bunlardan birisi de hiicre ig¢inde hiicreyi
abiyotik stres sartlarindan koruyacak molekiiller sentezlemektir. Bitkilerde stres
metaboliti olarak betain sentezi, mayalarda ve bir¢ok tek hiicreli canlida trehaloz sentezi

iyi bilinen stres metabolitlerindendir.

Mayalar basit hiicresel organizasyonlari, genetik analizlerinin kolay ve ¢abuk
yapilabilmesi ve iireme ortamlarinin kolay olusturulmasi gibi teknik ve biyolojik
avantajlar1 dolayisiyla stres kosullarinin hiicresel etkilerini arastirmak igin iyi bir model
sistemdir. S. cerevisia’nin 6zellikle genom yapisinin bilinmesi bu organizmada c¢esitli
metabolik yollara etki eden genlerin ve etki mekanizmalarinin ¢ok iyi aydinlatilmasini
saglamigtir. S. cerevisiae’da abiyotik stres kosullarina yanit olarak hizli bir sekilde
trehaloz sentezlenir ve sentezlenen trehaloz maya hiicrelerini dehidratasyondan
korudugu gibi hiicre iginde proteinlerin yanlis katlanmasini da oOnler (Singer ve
Lindquist 1998, Benaroudy ve ark. 2001, Francois ve Parrou 2001). Gliserol S.
cerevisiae’da siirekli olarak belirli bir seviyede sentezlenen diger bir metabolit olup
tuzlu ortamlarda sentezi artmaktadir (Blomberg 1995; Hohmann 2002). Hem trehaloz
ve hem de gliserol S. cerevisiae’da glikolitik yola bagli olarak sentezlenirler. Glukoz
metabolizmasinin ilk basamagi da glukozun hiicre zarinda bulunan tasiyici proteinler ile
hiicre igine tasinmasidir. S. cerevisiae’da glukozun hiicre igine tagmmasi HXT

genlerince kodlanan tastyici pretinler ile yapilmaktadir (Boles ve Hollenberg 1997).

Bu tez arastirmasinda abiyotik stres kosullar1 olarak ozmotik stres, oksidatif stres
ve sicaklik stresinin S. cerevisiae’da HXT4 geni transkripsiyonuna etkileri incelendi.

Transkripsiyonu glukoz konsantrasyonuna gore de kontrol edilen HXT4 geni S.



cerevisiae’da yiiksek seviyede ekspres edilen ve glukoz tasiyict proteinlerden birini
kodlayan bir gendir. Bu o6zelliklerinden dolayr arastirmamizda abiyotik stres
kosullarinin  HXT4 geni transkripsiyonuna olan etkileri incelendi. HXT4 geni
transkripsiyonunun stres aktive edici kosullardan onemli derecede etkiledigi bulundu.
Bazi stres kosullarinin HXT4 geninin transkripsiyonunda baskilamaya, bazilarinin ise
ayni gen de transkripsiyonel aktivasyona neden oldugu belirlendi. Mutant S. cerevisiae
suslar1 ile yapilan ¢alismada ise HXT4 geni transkripsiyonunun Hotlp ve Yaplp’den

bagimsiz olarak kontrol edildigi bulundu.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. S. cerevisiae’da Glukoz Sinyal letimi

S. cerevisiae ve diger ¢ok sayida maya tirii gesitli karbon kaynaklarimi
kullanabilirler ancak glukoz ve fruktoz en tercih edilen kaynaklardir (Roland ve ark.
2001). Glukoz ortamda bulundugunda alternatif karbon kaynaklarinin kullanimi i¢in
gerekli olan enzimler ya ¢ok diisiik seviyede sentezlenir ya da hig¢ sentezlenmezler. Bu
olgu karbon katabolit baskilanmasi olarak veya kisaca glukoz baskilamasi olarak
tamimlanir (Ronne 1995, Gancedo1998, 2008). Gliserol laktat gibi fermente edilmeyen
karbon kaynaklarinda iiretilmekte olan S. cerevisiae kiiltiirlerine konsantrasyonu %2
olacak sekilde glukoz eklenmesi ile S. cerevisiae’daki genlerin en az %30’unda
transkripsiyon seviyesinde artis veya azalma oldugu gosterilmistir (De Risi ve ark.
1997). Bu da glukozun S. cerevisiae metabolizmasi i¢in ne kadar etkin bir sinyal

oldugunu gostermektedir.

S. cerevisiae’da ortamdaki glukozun algilanmasi, glukoz sinyalinin
membrandan hiicre i¢ine aktarilmasi ve daha sonra da hedef enzimlerin veya genlerin
aktivitelerinin glukoz sinyaline gore kontrolii oldukca iyi bir sekilde aydinlatilmigtir
(Santangelo 2006, Busti ve ark. 2010). S. cerevisiae membraninda glukoz sinyalini
algilayan sensor proteinler Rgt2, Snf3 ve Gprlp’dir. Bu membran sensdrlerinden Snf3p
diisiik glukozda aktiftir. Rgt2 ve Gprlp ise yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda aktiftir.
Bu sensor proteinlerin glukoz ile uyarilmasi sonucu glukoz sinyali sitoplazmaya
aktarilir. Sitoplazmada bu sensorler ile etkilesen ¢esitli faktorler bulunmaktadir.
Bunlarda birisi de ATP’den cAMP olusturan adenilat siklaz enzimidir. Glukoz sinyaline
yanit olarak sentezlenen cAMP sitoplazmik Protein Kinaz A’yr (PKA) aktive eder.
Aktif PKA da hedef faktorleri fosforlayip onlarin aktivitelerini kontrol eder (Sekil 2.1).
PKA tarafindan aktiviteleri kontrol edilen faktorlerin bir boliimii metabolik enzimler ve

cesitli transkripsiyon faktorleridir (Santangelo 2006, Busti ve ark. 2010).

Ozellikle diisiik glukoz sinyali ile aktive edilen protein kinazlardan birisi de

Snflp’dir (Hedbacker ve Carlson 2009). Snflp iireme ortaminda alternatif karbon



kaynaklar1 bulundugunda veya diisiik glukoz (%0.1 veya daha az) bulundugunda aktive
edilip PKA gibi ¢esitli faktorleri fosforlayan bir protein kinazdir (Busti ve ark. 2010).
Snflp’nin homologu olarak insanda bulunan protein kinaz ise AMP ile aktive edilen
PKA’dir (AMPK) ve insanda glukoz metabolizmasinin kontroliinde 6nemli islevleri
vardir (Hardie 2007).

Eukaryotik hiicreler tarafindan ¢ok hizli bir sekilde kullanilan glukoz ¢ok
sayida metabolik yolu etkiler. Bunlar; glikolizis, fermentasyon, krebs dongiisii, pentoz
fosfat yolu ve oksijenli solunumdur. Ozellikle S. cerevisiae’da glukoz ayrica stres
kosullarina yanit olarak olusan trehaloz ve gliseroliin tiretildigi metabolik yollar i¢in de
onemlidir. Boliim 2.4’de agiklandig1 sekilde hiicre icine glukoz tasiyicilar ile alinan
glukoz hizl bir sekilde glukokinaz veya hekzokinazlarca glukoz 6-fosfata dontistiiriiliir.
Trehaloz ve gliserol sentezi de glikolitik yola bagli olarak kontrol edilen metabolik
yollardir. S. cerevisiae’da glikolitik yola bagli olarak sentezlenen bir diger 6nemli
metabolit de glikojendir. Hem glikojen ve hem de trehaloz hidroliz edilerek glukoz 6
fosfat lizerinden tekrar glikolitik yola baglanabilirler (Francois ve Parrou 2001, Parrou
ve ark. 1997).

S. cerevisiae’da serbest glukozun iireme ortamindan hiicreye tasinmasi HXT
genlerinin kodladigi ve hiicre zarinda bulunan hekzos tasiyici proteinler (Hexose
transporters) ile yapilir. Glukozun S. cerevisiae’ya alinmasi kolaylagtirilmis difiizyon
mekanizmasi ile olmaktadir. HXT genlerinin transkripsiyonlari da iireme ortami
kosullari, glukoz konsantrasyonu ve iireme asamalarina gore kontrol edilmektedir
(Boles ve Hollenberg 1997). Bazi Hxt proteinleri ile insanda karaciger hiicrelerine
glukoz girisini saglayan membran proteinleri arasinda (6rnegin GLUTI1) yiiksek
homoloji oldugu belirlenmistir (Boles ve Hollenberg 1997). HXT genleri ile ilgili
bilgiler asagidaki boliimde (Boliim 2.2 ve 2.3) agiklanmaktadir.
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Sekil 2.1. S. cerevisiae’da glukoz sinyal iletim yolu ana bilesenleri (Rolland ve ark.
2001)

2.2. S. cerevisiae’da Glukoz Tasinmasi ve HXT Genleri

Mayalarin biiyiik bir kism1 karbon kaynagi olarak glukoz, fruktoz ve mannoz
gibi heksozlar1 kullanir. Glukoz ana besin kaynagi olmanin yami sira biiyiime faktori
olarak, metabolizma ve gelismenin diizenlenmesi sirasinda gérev alir. Ozellikle glukoz,
bir ¢ok canlida oldugu gibi S. cerevisiae tarafindandan da karbon ve enerji kaynagi
olarak tercih edilen bir karbonhidrattir (Thevelein ve Hohmann 1995, Rolland ve ark.
2001).

S. cerevisiae’da glukozun hiicre igine tasinmasi kolaylagtirilmis diflizyon
olarak adlandirilan bir mekanizma ile saglanir (Boles ve Hollenberg 1997). Glukoz,
mannoz, fruktoz ve galaktoz gibi monosakkaritlerin hiicre igine tasinmasi hiicre
membraninda bulunan Hxtp (hekzos tasiyici proteinler) proteinleri tarafindan

gerceklestirilir. S. cerevisiae’de heksoz tastyicilara benzeyen proteinleri kodlayan 20



gen bulunmaktadir. Bu heksoz tastyici proteinlerin yapilart analiz edildiginde genel
olarak major facilitor siiper ailesinde (MFS) bulunan tasiyici (transporter) proteinlere
cok benzedigi belirlenmistir (Boles ve Hollenberg 1997). MFS proteinleri substratlarini
glukoz konsantrasyon farki ile pasif olarak, enerjiye bagli kalmadan kolaylastirilmis
difiizyonla tasirlar. S. cerevisae’da hekzos tasiyici proteinlere benzer 6zellikte 20 farkli
gen belirlenmistir. Bunlar HXT1-HXT17, GAL2, SNF3, ve RGT2dir (Kruckeberg 1996,
Boles ve Hollenberg 1997). HXT genlerinin birbirine benzerlikleri de oldukga yiiksek
olup sekans homolojileri %46.9-%99.7 araligindadir. Bu genlerden HXT1-HXT17
hekzos tasiyici protein kodlarken, GAL2 galaktoz tasiyici membrane proteini kodlar.
SNF3 diisiik glukoz sensorii, RGT2 ise yliksek glukoz sensorii kodlamaktadir. HXT gen
ailesinin 20 f{iyesi olmasma ragmen bunlardan sadece 7 tanesi normal sartlarda
fonksiyonel olan glukoz tasiyicilari kodlar. Bu genler HXT1-HXT7 genleridir. Bu 7 HXT
geni delesyon ile yok edildiginde mutant S. cerevisiae susunun (hxt null mutant denilir)
glukoz, mannoz veya fruktoz iceren ortamda iremedigi bulunmustur. Diger glukoz
tastyicilarinin farkli fizyolojik kosullarda aktif oldugu diistiniilmektedir (Reifenberger
ve ark. 1995, 1997).

S.cerevisiae’da glukozun hiicre igine kolaylastirilmig difiizyon ile alinmasi
kinetik olarak birbirinden farkli iki sistem ile yapilmaktadir (Reifenberger ve ark. 1995,
1997, Boles ve Hollenberg 1997). Bu sistemler diisiik affinite sistemi ve yiiksek afinite
glukoz tagima sistemleridir. Disiik afiniteli Hxtp’ler iireme ortamindaki glukoz
konsantrasyonu %1 veya daha yiiksek oldugu zaman aktiftir. Yiiksek afiniteli Hxtp’ler
ise lireme ortamindaki glukoz konsantrasyonu %0.1 veya daha diisiik oldgunda aktiftir.
Hxt proteinlerinin afiniteleri incelendiginde Hxt2p, Hxt6p, Hxt7p’nin yiiksek afiniteli
glukoz transporterler oldugu, Hxtlp ve Hxt3p’nin ise diisiikk afiniteli transporterler
oldugu belirlenmistir (Reifenberger ve ark. 1995, 1997). Bu tez arastirmasinda
incelenen ve HXT4 geni tarafindan kodlanan Hxt4p’nin ise orta afiniteli bir transporter

oldugu belirlenmistir (Theodoris ve ark 1994).

S. cerevisiae’da fizyolojik olarak en onemli glukoz tasiyicilar HXT1-HXT4
genlerinin ~ kodladig1  tasiyicilardir.  Bu  genlerin  transkripsiyonlart  glukoz

konsantrasyonuna gore farklilik gosterir. Arastirmamizda da bir ¢esidi kullanilan Hxt-



lacZ gen filizyonlart kullanilarak yapilan bir ¢alismada HXT1-HXT4 genleri
transkripsiyonlarinin  glukoz konsantrasyonuna bagli olarak oOnemli degisiklikler
gosterdigi belirlenmistir. HXT1’in transkripsiyonu yiiksek glukoz konsantrasyonu ile
aktive edilir. HXT2 ve HXT4 genleri transkripsiyonu ise yiiksek glukozda baskilanir
(Sekil 2.2) (Ozcan ve Johnston 1994).
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Glukoz Konsantrasyonu (%0)

Sekil 2.2. HXT genleri transkripsiyonuna glukoz konsantrasyonunun etkisi (Ozcan ve
Johnston 1994).

HXT3 geni transkripsiyonun ise glukoz konsantrasyonundan ¢ok fazla
etkilenmedigi goriilmektedir. Diigiik glukoz ile transkripsiyonu aktive edilmektedir.
Fakat yiiksek glukoz ortaminda da olduk¢a fazla miktarda transkripsiyonu
yapilmaktadir. HXT2 ve HXT4 genleri transkripsiyonu diisiik glukoz ile aktive edilirken
ozellikle HXT4 transkripsiyonu yiiksek glukoz ortaminda ©nemli derecede
baskilanmaktadir (Ozcan ve Johnston 1994).

HXT1-HXT4 genleri transkripsiyonuna glukoz konsantrasyonunun etkileri

Northern blot analizi ile mRNA seviyesinde de incelenmistir (Sekil 2.3). HXT1 ve



HXT3 genlerinin mRNA seviyeleri yiiksek glukozda artis gostermektedir. HXT2 geni
transkripsiyonu %2 rafinoz ortaminda gerceklesirken %4 glukoz ortaminda bu genin
mRNA seviyesinin Northern blot ile goriintiilenemeyecek kadar az oldugu bulunmustur.
Rafinoz bir c¢esit trisakkarit oldugundan glukoz baskilamasi olusturmaz. Bu nedenle
glukoz baskilamasi ile kontrol edilen HXT2 gibi genler bu karbon kaynaginda da
transkribe edilir (Sekil 2.3) (Ozcan ve Johnston 1994). Bu sonug ayni zamanda lacZ gen

flizyonlar1 ile yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglarin hiicredeki mRNA seviyeleri

ile de dogru orantili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 2.3. Glukoz sinyalinin HXT1-HXT3 mRNA seviyelerine etkileri. LEU2 geni

transkripti kontrol olarak kullanilmistir (Ozcan ve Johnston 1994).



S. cerevisiae’da HXT1-HXT4 genlerinin glukoza bagl olarak transkripsiyonel
kontrol mekanizmas1 ayrmtili olarak incelenmistir (Ozcan ve Johnston 1994). Bu
genlerin transkripsiyonel kontroliinde asil diizenleyici faktor Rgtlp’dir. Rgtlp glukoz
konsantrasyonuna gbre represor veya aktivator olabilir.  Yiksek glukoz
konsantrasyonunda HXT4’iin transkripsiyonu represor protein olan Miglp’nin direkt
olarak HXT4 geni promotor bolgesinde belirli dizilere baglanmasi ile baskilanmaktadir.
Yiiksek glukoz konsantrasyonunda Rgtlp’de HXT4 promoturunda baskilanma iglemine
katilir (Ozcan ve Johnston 1994). Diisiik glukoz konsantrasyonunda ise aktif hale gegen
Snflp, Miglp’yi fosforlayip HXT4 promotorundan ayrilmasini saglar. Diisikk glukoz
ortaminda ayni zamanda Rgtlp de aktivatdor Ozelligi kazanarak HXT4’iin
transkripsiyonunun aktivasyonu saglanir. Rgtlp’nin HXT1, HXT2 ve HXT3’¢ olan
etkileri sekil 2.4°de gdsterimistir.
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Sekil 2.4. HXT1-HXT4 transkripsiyonunun aktivasyonu ve baskilanmasi (Ozcan ve
Johnston, 1994)
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2.3. HXT4 Geninin Yapis1 ve Islevi

HXT4 geni S. cerevisiae genomunda tek kopya gen olarak 8. Kromozom
tizerinde Crick zincirinde ve kodlama bdlgesi bu kromozomda 288811 bg’den 287081
b¢’ne kadar olan bolgede yer alan bir gendir. S. cerevisiae’da sistematik gen adlandirma
sistemine gore HXT4 genine YHR092C kod numarasi verilmistir. HXT4’iin kodlama
bolgesinde intron belirlenmemistir ve 576 amino asit uzunlukta bir membran proteini
kodlar. HXT4 proteininde (Hxt4p) 11 potansiyel transmembran domain bolgesi
belirlenmistir (URL1: Yeast Genome Database). Hxt4p’nin kolaylastirilmis difiizyon ile
(pasif transport) S. cerevisiae’da heksoz tasiyict proteinlerden (transporter) oldugu
bulunmustur (Wendel ve Bisson 1994).

HXT4 geni transkripsiyonunun kontrol mekanizmasi da bu genin
klonlanmasindan hemen sonra ayrintili olarak incelenmistir. HXT4 geni promotor
bolgesi arastirmamizda da kullanilan YEp vektoriine klonlanarak transkripsiyonda
onemli bolgeleri hem genetik (delesyon ve mutants sus kullanilarak) ve hem de
biyokimyasal olarak (jel mobility shift, foot print) belirlenmistir (Wendel ve Bisson
1994, Theodoris ve ark. 1994, Ozcan ve Johnston 1994, 1996). Yapilan bu ¢alismalarda
HXT4 geninin yiiksek afiniteli glukoz tasiyict membran proteini kodladigi ve genin

transkripsiyonunun glukoz baskilmasi ile kontrol edildigi belirlenmistir.

HXT4 geni transkripsiyonunun iireme ortaminda yiiksek konsantrasyonda
glukoz bulunmasi durumunda (%1 veya daha fazla) baskilandigi ve basal seviyede
transkripsiyonunun yapildigi, diisiik glukoz konsantrasyonununda (%0.1 veya daha az)
ise transkripsiyonunun aktive edildigi agik¢a  goOsterilmistir.  HXT4  geni
transkripsiyonunun baskilanmasinda glukoz sinyal iletimi ile aktivitesi kontrol edilen
Miglp ve Rgtlp’nin islevi oldugu bulunmustur (Ozcan ve Johnston 1994; Ozcan ve ark.
1996, 1998). Rgtlp’nin aktivitesi glukoz konsantrasyonu ile kontrol edilmektedir. Bu
transkripsiyon faktorii yiiksek glukoz iceren ortamda represor, diisiik glukoz iceren
ortamda ise aktivator olarak HXT4 geni transkripsiyonunu kontrol etmektedir (Ozcan ve
ark. 1996, 1998, Kim ve ark. 2003). Rgtlp aktivitesinin fosforilasyona bagli olarak
modifiye edildigi de gosterilmistir. Daha sonra yapilan baska bir genetik ve
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biyokimyasal ¢alismada ise HXT4 geni transkripsiyonunun Gcerlp ve Ger2p ile de aktive
edildigi  gosterilmistir (Tiirkel ve Bisson 1999). Gerlp glikolitik genlerin
transkripsiyonunu aktive eden bir transkripisyon faktoriidiir (Baker ve ark 1986, 1991).
Bu sekilde HXT4 geni transkripsiyonunun glikolitik genler ile baglantili bir sekilde
kontrol edildigi diisiiniilmektedir. Gerlp’nin S. cerevisiae’da aktive edilebilen bir
promotordan fazla {iretiminin ise iireme sartlarna da bagli olarak HXT4

transkripsiyonunda %15-64 kadar artis goriilmiistiir (Tiirkel ve Bisson 1999).

HXT genleri expresyonunun transkripsiyon sonrasi proteoliz ile de kontrol
edildigi bulunmustur. Ayrica, hiicre zarinda bulunan Hxt proteinlerinin afinitelerinin
fosforilasyon ile kontrol edilebildigine iliskin sonug¢lar da yayimlanmistir (Wendel ve
Bisson 1994, Busturia ve Lagunas 1986, Walsh ve ark. 1994). Daha 6nce yayimlanan
bir bagka arastirmada da HXT2 ve HXT4 genlerinin ozmotik stres kosullarinda
transkripsiyonlariin baskilandigi bulunmustur (Tiirkel 1999).

2.4. S. cerevisiae Abiyotik Stres Yaniti

Yasayan organizmalar dogal habitatlarinda abiyotik stres kosullari altinda da
hayatsal faaliyetlerini devam ettirebilmek i¢in gesitli yanit mekanizmalar1 gelistirmistir.
Bu stresler besinsel aglik, 1s1 soku veya sicaklik stresi, serbest oksijene maruz kalma,
dehidrasyon, osmotik ortamlar ve agir metaller gibi kosullar olabilir. Mayalar basit
hiicresel organizasyonlari, genetik analizlerinin kolay ve ¢abuk yapilabilmesi ve lireme
ortamlarinin kolay olusturulmasi gibi teknik ve biyolojik avantajlari dolayisyla stres
kosullarinin hiicresel etkilerini arastirmak igin iyi bir model sistemdir (Lindquist ve
Craig 1988, Gonzalez ve ark 2008).

S. cerevisiae’da stres ile aktive edilen genlerin promotor bdlgelerinin ¢ogunda
STRE (stres response element) olarak adlandirilan ortak sekans dizisi belirlenmistir. Bu
diziye de Msn2/4p olarak adlandirilan transkripsiyon aktivatorii baglanmaktadir
(Estruch 2000).

11



S. cerevisiae’da abiyotik stres kosullarina yanit olarak en hizli ve en fazla
sentez edilen bilesik ise trehalozdur. Trehaloz glukoz 6 fosfattan sentezlenen ve
indirgen olmayan bir disakkarittir (Cabib ve Leloir 1958). Trehaloz biyosentezi
sirasinda ara bilesik olarak olusan trehaloz-6-fosfat’mm S. cerevisiae’da glukozun
hiicreye alinmasi ve glikolitik yolun kontrolunda da 6nemli islevi bulunmaktadir. Bu
bilesigin glukozun fosforilasyonu i¢in gerekli olan hekzokinaz enzimlerinin inhibitorii
oldugu ve bu enzimlere etki ederek glukozun kontrollii bir sekilde glikolitik yola girisini
sagladigt bulunmustur (Thevelein ve Hohmann 1995). Bundan dolay1 trehaloz
biyosentezi normal kosullarda da belirli bir bazal seviyede yapilmaktadir. Trehaloz
biyosentezi Ozellikle sicaklik stresi ile aktive edilir. Trehaloz sentezi i¢in gerekli olan
enzim kompleksi TPS olup bu komplekste yer alan enzimlerin kodlandigi genlerden
birisi olan TPS1’in transkripsiyonu STRE sekansina baglanan Msn2/4p faktorlerince

aktive edilmektedir (Francois ve Parrou 2001, Parrou ve ark. 1997).

S. cerevisiae’da ozmotik stres kosullarinda ise sentezi 6zelikle aktive edilen
metabolit gliseroldur. Ozmotik stres kosullarinda once dihidroksi asetondan Gpdlp
etkisi ile gliserol 3-fosfat sentezlenir. Daha sonra farkli bir enzim ile (Gliserol fosfat

fosfataz) gliserol 3-fosfat gliserole doniistiiriiliir (Blomberg 1995, Hohmann 2002).

S. cerevisiae’da ozmotik stres membranda bulunan iki farkli ozmosensor
protein tarafindan algilanir. Bu ozmosensdrler Slnlp ve Sholp’dir. Bu ozmosensorler
yiiksek tuzluluk ortaminda sitoplazmik MAP kinaz sinyal iletim yolunu aktive
etmektedir. MAP kinaz yolunda bulunan son protein kinaz Hoglp’dir. Bu Protein kinaz
da ¢ok farkli faktorlere etki ederek ozmotik strese yanit olusumunu saglar. Hoglp ile
aktive edilen transkripsiyon faktorlerinden birisi Hotlp’dir. Hoglp ayni zamanda genel
stres yanit faktorli olan Msn2/4’ii de aktive etmektedir (Rep ve ark. 1999, Hohmann
2002).
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Sekil 2.5. Hog sinyal iletim yolu bilesenleri (Estruch 2000).

Sicaklik stresinde trehaloz sentezine ek olarak 1s1 soku proteinlerinin sentezi de
aktive edilmektedir (Lindquist ve Craig 1988, Castells-Roca ve ark. 2011). Bu genlerin
transkripsiyonlar1 ise Hsfl (heat shock factor) transkripsiyon faktoriince aktive
edilmektedir. Hsfl’in de aktive ettigi genlerdeki baglanma dizisi nGAAN olarak
belirlenmistir (Estruch 2000, Yamamoto ve ark. 2008). HSE (Heat Shock Element)
olarak adlandirilan bu niikleotid dizisinin de 1s1 soku ile aktive edilen bir ¢ok genin
promotor bolgesinde kisa araliklarla tekrarli olarak bulunmaktadir. HSE sekansina
spesifik olarak Hsflp baglanmaktadir. Is1 soku ile aktive edilen genlerin ayn1 zamanda

oksidatif stres ile de aktive edildikleri rapor edilmektedir (Estruch 2000)

S. cerevisia’nin lireme ortaminda oksijen radikali iretebilen H,O, ve menadion
gibi belirli bilesiklerin bulunmas1 da oksidatif sinyal iletim yolunu aktive eder (Estruch
2000). Bu tiir reaktif oksijen tiirii (ROS) iireten bilesiklere yanit olarak antioksidan

Ozellikli glutatiyon, siiperoksit dismutaz, thioredoksin katalaz gibi faktorlerin
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transkripsiyonlar1 aktive edilir. Bu faktorlerin transkripsiyonlart da Yaplp olarak
bilinen aktivator tarafindan yapilmaktadir (Kuge ve Jones 1994). Oksidatif strese yanit

olusumunda bazi 1s1 soku proteinlerinin de islevlerinin oldugu rapor edilmistir

(Yamamato ve ark. 2007)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirmada Kullanilan S. cerevisiae Suslar1 ve Ureme Kosullar

Bu tez arastirmasinda kullanilan S. cerevisiae suslarinin genotipleri ¢izelge
3.1’de wverildi. Bu S. cerevisiae suslari University of Frankfurt’da bulunan
EUROSCAREF koleksiyonundan saglandi. Bu Suslardan YST124 kodu ile gosterilen S.
cerevisiae susu standart yaban tip sus olarak kullanildi. YST241 ve YST242 kodlari ile
verilen suslar ise 4hotl ve Ayapl mutant suslar1 olarak kullanildi. Bu mutant suslar

Ahotl ve Ayapl mutasyonlart hari¢ YST124 susu ile izogenik suslardir.

S. cerevisiae suslari EUROSCARF koleksiyonundan zengin ortam olarak
kullanilan YPD (%1 Yeast ekstrakt, %2 Pepton, %2 Dekstroz) besiyerinde saglandi. S.
cerevisiae suslar1 uzun siireli depolama i¢in taze YPD petrilerinde iiretildikten sonra
steril 1 ml %20 gliserol igeren mikrofiij tiiplerinde -70 °C’de depo edildi. Bu suslar
transformasyon amaci ile kullanilmak tizere YPD petrilerinde +4 °C’de saklandi. Bu tez
arastirmasinda kullanilan besiyerleri ve diger cozeltilerin bilesimi ve hazirlanmalari

tezin ekler bolumiinde verildi.

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

S. cerevisiae | Genotipi ve ilgili mutasyonlar

Susu

YST124 MATa, his3A1, leu240, met15A0, ura3Ao0.
(Haploid, Yaban tip)

YST241 ura3AO0; his3A1; leu2A0; met15A0;YMR172w::kanMX4
(hotl mutanti, YST124 ile izogenik)

YST242 ura3A0; his3A1; leu2A0; met1 5A0;YMLOO7w::kanMX4
(yapl mutanti, YST124 ile izogenik)
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3.2. Arastirmada Kullanilan HXT4 Gen Fiizyonunun Yapisi ve Transformasyonu

Arastirmamizda kullanilan Hxt4-lacZ gen flizyonunu igeren plazmit daha
onceki caligmalar i¢in Dr. L. Bisson’dan saglandi1 (University of California-Davis). Bu
plazmit Yeast Epizomal plazmit olarak adlandirilan (YEp) plazmit ¢esidi olup hem E.
coli’de ve hem de S. cerevisiae’da stabil olarak kalabilen 2um-URA3 ¢esidi bir
plazmittir. Bu tiir plazmitlerin E. coli’de ¢ogaltilip saflastirilmasi i¢in CoIlE replikasyon
orijini ve Ampisiline diren¢ saglayan [-laktamaz geni (bla) bulunur. S. cerevisiae
hiicrelerinde ¢ogalmalar1 ve seleksiyon i¢in de 2um replikasyon orijini ve URA3 geni
bulunmaktadir (Rose ve ark. 1990). Arastirmamizda kullanilan Hxt4-lacZ gen
fiizyonunda HXT4 geni promotor bolgesinin 1605 b¢ uzunlugundaki bolgesi (-1540’dan
+65 bg¢’ne kadar olan bolge) bulunmaktadir (Theodoris ve ark. 1994). Bu promotor
bolgesinin Hxt4-lacZ gen flizyonunda HXT4 geninin normal kromozomda bulunan
kopyasinda oldugu gibi glukoz baskilamasi ile kontrol edildigi daha Once yapilan
arastirmalarda bulunmustur (Ozcan ve Johnston 1994, Teodoris ve ark. 1994). S.
cerevisiae suslarina transformasyonla aktarilan YEp tiirii plazmitlerin segici ortamda
seleksiyon devam ettigi siirece hiicrede kaybolmadan stabil olarak kaldiklari, S.
cerevisiae’da hiicre boliinmesine paralel olarak replikasyonlarinin yapildigr daha 6nce

yapilan aragtirmalar ile gosterilmistir (Liao ve ark. 1987).

Aragtirmalarimizda kullanilan Hxt4-lacZ plazmiti once plazmit stoklarindan
alinarak E. coli DH5a hiicrelerine CaCl,-MgCl, metodu ile transform edildi (Ausubel
ve ark. 1993). E. coli transformantlari LB-Ampisilin petrilerinde {iretildi ve bu
transformantlardan tek koloni secilerek taze LB-Ampisilin petrilerine pasaj yapilarak 37
°C’de bir gece iiretildi. Daha sonra bu E. coli transformantlar1 5 mL’lik LB-Ampiciilin
besiyerine ekilerek bir gece 37 °C’de iiretildi. Ticari olarak saglanan plazmit saflagtirma
kiti kullanilarak E. coli kiiltiirlerinden arastirmamizda kullanilan Hxt4-lacZ gen fiizyonu
plazmiti saflastirildi. Saflastirilan plazmitler 100 puL 1xTE ¢6zeltisinde -20 °C’deki

derin dondurucuda saklandi.
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Arastirmalarimizda kullanilan Hxt4-lacZ gen flizyonu yaban tip ve mutant S.
cerevisiae suslarma (YST124, YST241 ve YST242 suslari) daha Once tanimlanan
lityum asetat-poli etilen glikol (PEG) yontemi ile transform edildi (Rose ve ark. 1990).
Transformasyon i¢in 6nce maya suslar1 5 mL’lik YPD besiyerinde gecelik kiiltiirlerden
aliarak logaritmik asamaya kadar iiretildi. Bu asamada santrifiij ile 1000 g’de 5 dakika
coktiiriilen maya suslari steril 5 mL’lik saf su ile yikandi ve daha sonra Rose ve ark.
(1990) tarafindan agiklandig1 sekilde once 1 saat siiresince lityum asetat ¢ozeltisinde
inkiibe edildi. Daha sonra PEG ve Hxt4-lacZ plasmiti eklenerek 30 °C’de 1 saat
bekletildi. Bu period sonunda maya hiicreleri ve plasmit karigimini igeren ¢ozelti 42
°C’de 5 dakika 1s1 sokuna maruz birakildi. Bu asamadan sonra maya hiicreleri tekrar
coktirildi ve 500 pL’lik saf suda siispanse edildi. Bu maya siispansiyonlarindan 150
puL ornek alinarak Sc-Urasil+ %2 glukoz igeren petrilere yayma ekimi yontemi ile
ekildi. S. cerevisiae transformantlarinin tiremeleri i¢in petriler 30 °C’de 3-4 giin
bekletildi. Transformant koloniler gelistiginde bunlardan tek koloniler segilerek yeni bir
SC-Urasil %2 glukoz petrisine kiigiik pasajlar (Ilcm x lem ebatlarinda) yapildi. S.
cerevisiae Hxt4-lacZ plasmitlerini igeren bu transformantlar tiremeleri igin tekrar 30
°C’de 3-4 giin inkiibe edilerek S. cerevisiae transformantlarinin petrilerde iiremeleri
saglandi. Aragtirmamizda kullanilan farkli S. cerevisiae transformantlarini igeren
petriler arastirmalarimiz siiresince +4 °C’deki buzdolabinda saklandi. Bu S. cerevisiae
pasajlar1 Hxt4-lacZ geni transkripsiyonununa abiyotik sters kosullarinin etkilerini

belirlenecegi sivi kiiltiirlere ekim i¢in kullanildi.

3.3. Hxt4-lacZ Transformantlarimn Farkh Kosullarda Uretilmesi

S. cerevisiae’da HXT4 geni transkripsiyonu glukoz baskilanmasi ile kontrol
edilmektedir. Bundan dolay: arastirmalarimizda abiyotik stres kosullarinin HXT4 geni
transkripsiyonuna etkileri hem repres kosullarda ve hem de derepres kosullarda
incelendi. Repres kosullar igin S. cerevisiae suslar1 once 5 mL’lik Sc-Urasil + % 2
glukoz igeren sivi besiyerinde ¢alkalamali inkiibatorde (140 devir/dakika) 30 C’de (S.
cerevisiae igin standart kosullar) bir gece ( 18-20 saat) iiretilerek 6n kiltiirler elde
edildi. Bu on kiiltiirlerden taze 10 mL’lik Sc-Urasil + % 2 glukoz besiyerine 50 mL’lik

erlenlerde 200 uL ekim yapilarak S. cerevisiae kiiltiirlerinin standart satlarda tekrar
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logaritmik faza (ODggo: 0.8-1.0) kadar iiremeleri saglandi. Bu asamada S. cerevisiae
kiiltiirlerinin 5 mL’si alinarak enzimatik 6l¢iim i¢in boliim 3.4°de agiklandig: sekilde
hazirlandi. S. cerevisiae kiiltiiriiniin diger 5 mL’lik boliimii ise santrifiijde ¢oktiirtildi ve
5 ml steril su ile yikandiktan sonra derepres iireme i¢in 5 mL’lik Sc-Urasil + % 0.05
glukoz iceren besi yerine aktarildi. Derepres kosullarda iireme igin S. cerevisae

kiiltiirleri tekrar standart kosullarda 4-5 saat siiresince liremeye birakildi.

Repres ve derepres kosullarda iireyen S. cerevisiae suslarma ozmotik stres
uygulamak i¢in logaritmik asamada steril stok NaCl ¢ozeltisinden (5M) son
konsantrasyonu 1 M olacak sekilde NaCl eklendi (Blomberg 1995). Oksidatif stres
olusturmak igin ise repres veya derepres olarak tretilen S. cerevisiae Kkiiltiirlerine
logaritmik asamada son konsantrasyonu 40 pum olacak sekilde menadion eklendi.
Menadion absolu etanolde stok ¢ozelti olarak hazirlandi (Todorova ve ark. 2009).
Sicaklik stresi olusturmak igin ise S. cerevisiae kiiltiirleri 6nce 26 °C’de logaritmik
asamaya kadar iretildi. Bu asamada maya kiiltiirleri 39 °C’deki inkiibatore aktarildi ve

4 saat siiresince ¢alkalamali inkiibatorde 140 devir/ dakika hizda inkiinbe edildi.

Inkiibasyon siireleri sonunda maya kiiltiirleri santrifiijde 1000 g’de 5 dakika
coktiiriildii. Coken maya hiicreleri 1 mL steril saf suda silispanse edilerek mikrofiij
tiiplerine alindi. Mikrosantrifiijde tekrar ¢oktiiriilen maya hiicreleri 200 pL lizis tampon
cozeltisinde (breaking buffer) siispanse edilerek -70 °C’deki derin dondurucuda B-

galaktozidaz aktiviteli belirleninceye kadar saklandi.

3.4. p-Galaktozidaz Aktivitelerinin Olgiilmesi

Ependorf tiiplerine alman ve -70 °C’deki derin dondurucuda bekletilen S.
cerevisiae hiicreleri enzim aktivitelerinin olgiilebilmesi i¢in oda sicakliginda 5 dk
bekletilerek ¢o6ziinmeleri saglandi. Daha sonra lizis tampon ¢6zeltisi igindeki S.
cerevisiae siispansiyonlarina 20 pL saf kloroform ve 20 pL % 0.1 SDS eklenerek 10-15
sn en Ust hizda vorteks ile karistirilarak S. cerevisiae hiicrelerinden permeabilize olmus
hiicre lizatlar1 elde edildi. Bu hiicre lizatlardan 20 pL alinarak 1x10 cm’lik deney

tiiplerinde 6nceden hazirlanmis 980 pL Z tampon ¢ozeltine ilave edildi ve hiicre lizati
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tampon ¢0zelti karisimlart sicak su banyosunda 30 °C’de 2 dk 6n inkiibasyona birakildi.
Hiicre lizatlarinda Hxt4-lacZ gen flizyonundan ekspres edilen [-galaktozidaz
aktivitelerini belirlemek icin reaksiyon tiiplerine - galaktosidaz enziminin substrati
olan ONPG (Orto Nitro Phenyl Galactoside) ¢ozeltisinden 200 uL ilave edildi ve kisa
stire karistirildi. Reaksiyon ortaminda sar1 renk olusuncaya kadar 30 C’de su
banyosunda bekletildi. Reaksiyon karisiminda spektrofotometrede Gl¢iilebilecek tondaki
sar1 renk olustugunda reaksiyon siiresi kaydedilerek ortama reaksiyonu durdurmak i¢in
1 M Na,COj3 ¢ozeltisinden 500 uL eklendi (Guarente 1983).

Hxt4-lacZ gen fiizyonundan sentezlenen (-galaktozidaz aktiviteleri daha 6nce
aciklandig1 sekilde hesapland1 (Ek-2) (Guarente 1983, Ausubel ve ark. 1993). Aktivite
tayininde kullanilan permeabilize edilmis S. cerevisiae lizatlarmin protein
konsantrasyonlari Lowry yontemi ile belirlendi (Guarente 1983). Deneyler {iglii takimlar
olarak yapildi ve en az iki kez tekrarlandi. Deneylerde standart sapmanin daha 6nce
rapor edildigi gibi %10 - %15 araliginda oldugu bulundu. B-galaktozidaz aktiviteleri
dakikada 1 mg toplam protein igerigi tarafindan hidroliz edilen nmol ONPG (nmol
ONPG/dk/ mg protein) olarak verildi. B-galaktozidaz aktivitesinin 6l¢iimiinde kullanilan

¢Ozeltilerin bilesimi ve hazirlanmalari tezin ekler boliimiinde verildi.
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4. BULGULAR

4.1. HXT4 Transkripsiyonuna Ozmotik Stresin Etkileri

S. cerevisiae’da ozmotik stres hiicre membraninda bulunan SInlp ve Sholp ile
algilanir ve ozmotik strese yanit olarak da S. cerevisiae hiicrelerinde glikolitik yola
bagl olarak gliserol sentezlenir (Hohmann 2002). HXT4 geni de hiicreye glukoz
taginmasinda onemli islevi olan Hxt4p glukoz tasiyicisi proteini kodlamaktadir. HXT4
geni transkripsiyonu, molekiiler mekanizmasi boliim 2.’de agiklandigr sekilde glukoz
sinyal iletimine bagl olarak glukoz baskilamasi (repres kosullar) ve glukoz
baskilamasinin kaldirilmasi (derepres kosullar) ile kontrol edilmektedir. Bundan dolayi
arastirmalarimizda bu genin transkripsiyonu hem repres ve hem de derepres kosullarda
incelendi. Arastirmamizda once S. cerevisiae suslar1 standart kosullarda logaritmik
asamaya kadar iretildi ve daha sonra ilgili abiyotik stres kosulu olusturuldu. S.
cerevisiae suslar stres kosullarinda 4 saat inkiibe edilerek bu kosullarin Hxt4-lacZ

transkripsiyonuna etkileri belirlendi.

Arastirmamizda HXT4 geni transkripsiyonunun hem repres kosullarda ve hem
de derepres kusullarda ozmotik stres tarafindan baskilandigi bulundu (Cizelge 4.1).
Repres kosullarda yaklasik 1100 iinite olan Hxt4-lacZ transkripsiyonunun ozmotik stres
olusturan NaCl varliginda yaklasik %20 oraninda azalarak 800 iinite oldugu bulundu.
Derepres kosullarda HXT4 geni transkripsiyonun beklendigi gibi 6-kat artarak 6633
inite ye yiikseldigi belirlendi. Fakat derepres kosullara ek olarak iireme ortaminda 1M
NaCl’nin bulunmast HXT4 geni transkripsiyonun tam olarak aktive edilmesini
engelledigi goriilmektedir. Glukoz baskilamasinin olmadig1 kosullarda 6633 iinite olan
transkripsiyonun ortamda ozmotik stres olustugunda yaklasik 3 kat daha az
gerceklestigi bulundu (Cizelge 4.1). Bu sonuglar ozmotik stresin S. cerevisiae’da HXT4
geni transkripsiyonunu baskiladigin1 fakat bu genin bazal seviyedeki yani repress

kosullardaki transkripsiyona etkisinin diisiik seviyede oldugunu gostermektedir.

Bununla birlikte Hxt4-lacZ gen fiizyonunun ozmotik stres varliginda repres ve

derepres kosullardaki transkripsiyonu kiyaslandiginda derepres kosullarda yapilan Hxt4-
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lacZ transkripsiyonunun repres kosullara gore yaklasik 3 kat daha fazla yapilabildigi
goriilmektedir (¢izelge 4.1). Bu sonu¢ ozmotik stresin HXT4 geni transkripsiyonunun

derepres kosullarda tam olarak baskilayamadigini da gostermektedir.

Cizelge 4.1. HXT4 geni transkripsiyonuna ozmotik stresin etkisi.

Ureme Kosullar HXT4 Transkripsiyonu® Degisim Orani®
Repres (R, %2 Glukoz) 1117 + 83
R+ Ozmotik Stres 801 £22 -0.27
(1M NacCl 4 saat)
Derepres (DR, %0.05 Glukoz) 6633 +422
DR + Ozmotik Stres 2436 £ 243 -2.7
(1M NaCl 4 saat)

'HXT4 traskripsiyonu Hxtd-lacZ gen fiizyonundan sentezlenen B-galaktozidaz
aktiviteleri olarak verilmistir (nmol ONPG/Dakika/mg protein).

2Degisim oranlart R veya DR kosullara gore kat azalma (-) veya artis (+) olarak
verilmistir.

4.2. Oksidatif Stresin HXT4 Geni Transkripsiyonuna Etkileri

Oksidatif stres metabolizma sirasinda olusan reaktif oksijen radikaleri gibi
etmenlerce de normal hiicrelerde olusan bir abiyotik stres kosuludur. Menadion diisiik
konsantrasyonlarda iireme ottaminda bulundugunda letal olmayip oksijen radikalleri

tireterek oksidatif stres kosullarinin olusmasini saglar (Todorova ve ark. 2009).

Arastirmamizin bu boliimiinde hem repres ve hem de derepres kosullarda
oksidatif stresin HXT4 genine etkileri Hxt4-lacZ gen fiizyonunun transkript seviyesi
oOlgiilerek belirlendi. Repres kosullarda Hxt4-lacZ gen fiizyonunun aktivitesinin
oksidatif stres etkisi ile yaklasik 3 kat aktive edildigi belirlendi. Repres kosullarda 1117

tinite olan Hxt4-lacZ transkripsiyonun oksidatif stresi uyaran menadion varliginda 3 kat

21



artarak 3055 iiniteye yiikseldigi bulundu. Derepres kosullarda oksidatif stresin Hxt4-
lacZ transkripsiyonuna etkisinin ise daha az seviyede oldugu goriilmektedir. Glukoz
baskilamasinin olmadig1 derepres kosullarda 6633 tinite olan Hxt4-lacZ gen fiizyonunun
transkripsiyonu oksidatif stres etkisi ile 9083 iiniteye yiikselmektedir. Repres kosullarda
3 kat olan artigin derepres kosullarda 0.4 kat kadar diisiik oldugu goriilmektedir. Repres
ve derepres kosullarda iiretilen S. cerevisiae susunda oksidatif stresin Hxt4-lacZ geni
transkripsiyonuna etkileri karsilastirildiginda ise derepres kosularla ile birlikte oksidatif
stresin Hxt4-lacZ transkripsiyonunda yaklasik 9 kat bir artis oldugu da (1117 tiniteden
9083 {initeye artig) goriilmektedir.

Cizelge 4.2. HXT4 geni transkripsiyonuna oksidatif stresin etkisi.

Ureme Kosullar HXT4 Transkripsiyonu® Degisim Oram’
Repres (R, %2 Glukoz) 1117 +83
R+ Oksidatif Stres 3055 + 258 +2.74
(40uM Menadion 4 saat)
Derepres (DR, %0.05 Glukoz) 6633 +422
DR + Oksidatif Stres 9083 + 872 +04

(40uM Menadion 4 saat)

'HXT4 traskripsiyonu Hxt4d-lacZ gen fiizyonundan sentezlenen B-galaktozidaz
aktiviteleri olarak verilmistir (nmol ONPG/Dakika/mg protein).

2Degisim oranlart R veya DR kosullara gére kat azalma (-) veya artis (+) olarak
verilmistir.

4.3. Sicaklik Stresinin HXT4 Geni Transkripsiyonuna Etkileri
Sicaklik stresinin S. cerevisiae metabolizmasina 6nemli etkileri bulunmaktadir.
Sicaklik stresinin olumsuz etkilerini 6nlemek i¢in S. cerevisiae’da glikolitik yola bagh

olarak glukoz-6-fosfattan bir gesit disakkarit olan trehaloz sentezlenmektedir (Parrou ve
ark. 1997).
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Sicaklik stresinin HXT4 geni transkripsiyonuna etkilerini belirlemek i¢in de
Hxt4-lacZ gen fiizyonunu igeren S. cerevisiae hiicreleri repres ve derepres kosullarda
once 26 °C’de logaritmik faza kadar diretildi, daha sonra 39 °C’deki inkiibatore

aktairilip 4 saat siiresince sicaklik stresine maruz birakildilar.

Repres kosullarda iiretilen S. cerevisae transformantlarina sicaklik stresinin
uygulanmasi1 Hxt4-lacZ geni transkripsiyonunda 6nemli derecede (5 kat) artisa neden
oldugu goriildii. Repres kosullarda 1117 tinite olan Hxt4-lacZ transkripsiyonunun
sicaklik stresi etkisi ile 5580 {initeye ¢iktig1 bulundu (Cizelge 4.3). Fakat beklenmedik
bir sekilde derepres kosullara aktarilan ve sicaklik stresi uygulanan S. cerevisiae
transformantlarinda Hxt4-lacZ gen fiizyonunun derepres olmadigi ve transkripsiyonun
bazal seviyede (repres seviye, 1117 inite) kaldigr bulundu. Bu sonuglar HXT4 geni
aktivasyonunun sicaklik stresinde gerceklesmedigi gostermektedir. Ayni zamanda
sicaklik stresine yanit olusabilmesi igin S. cerevisiae’nin yiiksek glukoz igeren ortamda

tiremesi gerektigi de goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Sicaklik stresinin HXT4 geni transkripsiyonuna etkisi.

Ureme Kosullar HXT4 Transkripsiyonu® Degisim Oram’
Repres (R, %2 Glukoz) 1117 + 83
R+ Is1 Soku 5580 £ 191 +5
(39 C 4 saat)
Derepres (DR, %0.05 Glukoz) 6633 +422
DR + Ist Soku 1274 + 81 -5
(39 C 4 saat)

'"HXT4 traskripsiyonu Hxtd-lacZ gen fiizyonundan sentezlenen [-galaktozidaz
aktiviteleri olarak verilmistir (nmol ONPG/Dakika/mg protein).

2Degisim oranlart R veya DR kosullara gbére kat azalma (-) veya artis (+) olarak
verilmistir.
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4.4. HXT4 Geni Transkripsiyonuna Hotlp ve Yaplp Faktorlerinin Etkileri

S. cerevisiae’da ozmotik stres hiicre zarinda bulunan Slnlp ve Shopl sensor
proteinleri tarafindan algilanip sitoplazmaya aktarilir (Hohmann 2002). Sitoplazmik
sinyal iletim sisteminin aktivasyonu sonucu hedef genlerin transkripsiyonunu aktive
eden Hotlp de aktive edilir ve ozmotik strese yanit olarak bazi genlerin
transkripsiyonunu aktive eder. Hotlp transkripsiyon aktivatorii tarafindan aktive edilen
genler de S. cerevisiae hiicrelerini ozmotik strese yanit olusturmasini ve hiicrelerin

korunmasini saglar.

Aragtirmanin bu boliimiinde HXT4 geni transkripsiyonunun ozmotik stres
kosullarinda Hotlp tarafindan kontrol edilip edilmedigi test edildi. Bunun igin S.
cerevisiae’nin HOT1 genini igermeyen (4hotl) mutant susu (YST241) kullanildi. S.
cerevisiae 4hotl mutant susu da hem repres ve hem de derepres kosullarda once
logaritmik faza kadar tiretildi ve bu asamada S. cerevisiae kiiltiirleri ikiye boliinerek bir
boliimiine ozmotik stresi uyarmak icin 1 M NaCl ilave edildi. Ureme periodu sonunda
S. cerevisiae kiiltiirleri ¢oktiiriildii ve bolim 3’de aciklandigi sekilde Hxt4-lacZ gen
flizyonundan yapilan transkript miktarlar1 [B-galaktozidaz aktiviteleri o6lgiilerek

belirlendi.

S. cerevisiae 4hotl mutant susunda Hxt4-lacZ gen fiizyonunun repres
kosullardaki transkripsiyon seviyesinin normal yaban tip susa gore daha fazla yapildig:
bulundu (Cizelge 4.4.1). Yaban tip susta 1117 {inite olan Hxt4-lacZ transkripsiyonunun
Ahotl mutantinda 1876 iiniteye ¢iktigi bulundu. Bununla birlikte repres kosullarda
tiremekte olan Ahotl mutant susuna ozmotik stresin uygulanmasi yaban tip susta oldugu
gibi (Cizelge 4.1) bir miktar azalmaya neden oldugu ve transkripsiyonun 1876 tiniteden
1662 tniteye azaldigi belirlendi (Cizelge 4.4.1). S. cerevisiae 4hotl mutant susunda
derepres kosullarda Hxt4-lacZ gen flizyonundan yaban tip susa gore %25 kadar daha
fazla transkripsiyon yapildigi bulundu. Yaban tip susta derepres kosullarda 6633 iinite

olan Hxt4-lacZ gen flizyonu transkripsiyonunun 4hotl mutantinda 9258 iiniteye ¢iktig
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bulundu. Derepres kosullara ek olarak ozmotik stres uygulanmasinin 4hotl mutantinda
da yaban tip susta oldugu gibi Hxt4-lacZ gen flizyonundan transkripsiyonun
aktivasyonunu engelledigi belirlendi. Normal olarak derepres kosullarda iiretilen Ahotl
sugsunda 9258 {inite olarak Olciilen Hxt4-lacZ gen fiizyonu aktivitesinin ozmotik stres

uygulanduginda bazal seviyeye yakin oranlarda kaldigi goriilmektedir (Cizelge 4.4.1).

Cizelge 4.4.1: Hotlp’nin HXT4 geni transkripsiyonuna etkisi.

Ureme Kosullar HXT4 Transkripsiyonu® Degisim Oram’
Repres (R, %2 Glukoz) 1876 + 56
R+ Ozmotik Stres 1662 + 105 --
(1M NacCl 4 saat)
Derepres (DR, %0.05 Glukoz) 9258 + 851
DR + Ozmotik Stres 2238 + 148 -4.1

(1M NaCl 4 saat)

'HXT4 traskripsiyonu Hxtd-lacZ gen fiizyonundan sentezlenen B-galaktozidaz
aktiviteleri olarak verilmistir (nmol ONPG/Dakika/mg protein).

Degisim oranlart R veya DR kosullara gore kat azalma (-) veya artis (+) olarak
verilmistir.

S. cerevisiae’da oksidatif strese yanit olarak aktive edilen transkripsiyon
faktorlerinden birisi de Yaplp’dir. Yaban tip S. cerevisiae susunda oksidatif strese yanit
olarak Hxt4-lacZ gen fiizyonundan 6zellikle repres kosullarda transkripsiyonun 3 kat
arttigr belirlendi (Cizelge 4.2). Bu artisin S. cerevisiae’da Yaplp’ye bagli olup
olmadigimi test etmek i¢in YAP1 geni icermeyen (Ayapl) mutant sus (YST242)
kullanilarak oksidatif stres deneyleri tekrarlandi. Elde edilen sonuglar cizelge 4.4.1°de
verildi. S. cerevisiae Ayapl mutant susunda da repres kosullarda Hxt4-lacZ gen

flizyonundan yapilan transkripsiyonun yaban tip susa gore daha fazla oldugu
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gorilmektedir. Repres kosullarda iiretilen Ayapl mutant susuna oksidatif stres
uygulandiginda Hxt4-lacZ gen filizyonu transkripsiyonunda 1000 {initelik bir artis
oldugu bulundu. Bununla birlikte yaban tip susta repres kosullarda ozmotik stres
uygulandiginda 3 kat olan artisin Ayapl mutant susunda daha az gergeklestigi

belirlendi.

S. cerevisiae Ayapl mutant susu derepres kosullarda iiretilerek Hxt4-lacZ gen
flizyonundan yapilan transkripsiyon da belirlendi. Repres kosullarda oldugu gibi
derepres kosullarda {iretilen Ayapl mutant susunda da yaban tip S. cerevisiae susuna
gore Hxt4-lacZ transkripsiyonunun daha fazla yapildigi belirlendi Yaban tip susta 6633
tinite olan Hxt4-lacZ transkripsiyonunun Ayapl mutantinda 10279 initeye ¢iktigi
bulundu. Ayapl mutant susuna derepres kosullarda oksidatif stres uygulamasinin da
repres kosullarda oldugu gibi Hxt4-lacZ transkripsiyonununda yaklasik %30 kadar
artisa neden oldugu goriildii (Cizelge 4.4.2).
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Cizelge 4.4.2. Yaplp’nin HXT4 geni transkripsiyonuna etkisi.

Ureme Kosullar HXT4 Transkripsiyonu® Degisim Oram’
Repres (R, %2 Glukoz) 1855+ 154
R+ Oksidatif Stres 2884 +433 +0.8
(40uM Menadion 4 saat)
Derepres (DR, %0.05 Glukoz) 10279 + 624
DR + Oksidatif Stres 13143 £ 738 +0.4

(40uM Menadion 4 saat)

'"HXT4 traskripsiyonu Hxt4-lacZ gen fiizyonundan sentezlenen [-galaktozidaz
aktiviteleri olarak verilmistir (nmol ONPG/Dakika/mg protein).

Degisim oranlart R veya DR kosullara gore kat azalma (-) veya artis (+) olarak
verilmistir.

4.5. HXT4 Geni Promotor Bolgesinin Analizi

S. cerevisiae genomunun tamammin bilinmesi ve genom bilgisinin de
biyoinformatik  analizler i¢in kolay ulasilabilir olmasi genlerin  kontrol
mekanizmalarinin incelenmesinde 6nemli bir kaynak olusturmaktadir. HXT4 geni S.
cerevisiae genomunda 8 kromozom da tek kopya olarak bulunan bir gendir. Sistematik
gen analizleri i¢in bu genin kod numarasi ise YHR092¢’dir. HXT4 geni promotoru
bolgesinde glukoz sinyal iletim yoluna yanit olarak bu genin transkripsiyonunu aktive
eden ve baskilayan transkripsiyon faktorlerinin baglandig1 sekanslar daha dnce deneysel
olarak belirlenmistir (Ozcan ve Johnston 1994, Ozcan ve ark. 1996, 1998). Bu
transkripsiyon faktorlerinden Rgtlp ve Gerlp HXT4 geni transkripsiyonunun
aktivasyonu saglayan aktivator faktorlerdir (Cizelge 4.5.1 ve Cizelge 4.5.2).
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Bu tez arastirmasinin bu bolimiinde HXT4 geninin 1000 Kb¢ uzunlugundaki
promotor bolgesinde stres kosullari ile aktive edilen transkripsiyon faktorleri baglanma
dizilerinin olup olmadig1 incelendi (Gelade ve ark. 2003). Ozmotik stres ile aktive
edilen transkripsiyon faktorleri Hotlp ve Msn2/4p’dir. Bu faktérlerden Msn2/4p genel
stres yanit elementi olarak da bilinmektedir ve Cizelge 4.5.2’de verilen sekansa
baglandigi daha once belirlenmistir. Oksidatif strese yanit olarak aktive edilen
transkripsiyon faktorii de Yaplp’dir. Sicaklik stresine yanit olarak aktive edilen
transkripsiyon faktorii Hsfl olup bu faktorlerin hedef genlerin promotoru bolgelerinde

baglandiklar diziler ¢izelge 4.5.2’de verilmisir.

Hotlp, Msn2/4p, Yaplp ve Hsflp faktorlerinin baglanma dizilerinin HXT4
promotor bolgesinde baglanma dizilerinin olup olmadigi incelendi. Transkripsiyon
faktorli baglanma dizilerinin belirlenmesinde ortak diziye (consensus sequence) uyan
niikleotid dizileri secildi. Ortak diziden 1 veya daha fazla sapmalarin bulundugu

sekanslar dikkate alinmamastir.

Bu faktorlerden Hotlp hari¢ digerlerinin HXT4 geni promotor bolgesinde
baglanma dizileri oldugu belirlendi. Bu faktorlerin HXT4 promotor bdlgesindeki
baglandig1 sekanslarin konumlari ¢izelge 4.5.2°de verildi. Hotlp’nin DNA’ya baglanma
bolgesi oldugu bilinmektedir. Buna ragmen heniiz Hotlp ile kontrol edilen
promotorlardaki baglanma sekansi belirlenememistir. Hotlp’nin amino asit sekansi ile
transkripsiyon aktivatorii Gerlp’nin amino asit sekansi arasinda Onemli derecede
homoloji oldugu belirlenmistir (Rep ve ark. 1999). Bundan dolayr Hotlp nin de
Gerlp’nin baglandigi 5°-CTTCC-3” sekansina benzerlik gosteren niikleotid dizilerine

baglanmasi beklenebilir.
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Cizelge 4.5.1. HXT4 geni promotoru bolgesi. Translasyon baslama kodonu ATG +1 ile

gosterilmistir. Transkripsiyon faktorleri baglanma bolgeleri alt ¢izgi ile gosterilmistir.

TCAACGATGTTGCCAAATAGTCGTACCTGAAAAGCTTAGGTTTTCCATTTATGCGAATAT- 941
TGTTGCTACAACGGTTTATCAGCATGGACTTTTCGAATCCAAAAGGTAAATACGATTATA

CTCTATGCAAAATAAATTTTAAGTACCTCAAAATTTTTTTGCACCGATCAAGATATAATA -861
GAGATACGTTTTATTTAAAATTCATGGAGTTTTAAAAAAACGTGGCTAGTTCTATATTAT

ATCAGATGAGAATGAATAAACAAGACGCAGATGAAGGCTGGGCCTCCAACGAAACCCAGT -801
TAGTCTACTCTTACTTATTTGTTCTGCGTCTACTTCCGACCCGGAGGTTGCTTTGGGTCA

ACACTGCAGTAATTTCCACCAAGAAACGCTTGGCCTTCGTAAAGTCACTTGCAGCAGCAT -741
TGTGACGTCATTAAAGGTGGTTCTTTGCGAACCGGAAGCATTTCAGTGAACGTCGTCGTA

AGCGGAAACAAGGAAGAAAAATATCCGAGTCAGCTGGTTCCGGGATTTTTTTTTGCCCAA —-681
TCGCCTTTGTTCCTTCTTTTTATAGGCTCAGTCGACCAAGGCCCTAAAAAAAAACGGGTT

TAGGAAAAACAATGCCCAAACCGGAACCATTTCCCGTTTTTTCTTTCGGTTTATCCGCTT -621
ATCCTTTTTGTTACGGGTTTGGCCTTGGTAAAGGGCAAAAAAGAAAGCCAAATAGGCGAA

TCTTCCAAAAAAATCCGTACAAAATGGAAAAACAATGTTTATATAATATTCCACATTTTT -561
AGAAGGTTTTTTTAGGCATGTTTTACCTTTTTGTTACAAATATATTATAAGGTGTAAAAA

CCTGGCCTGCGTCTCTTTCTGTGGAGAAGAAGATATTTCCCTGAGCAGTTTTTTTTTCTG -501
GGACCGGACGCAGAGAAAGACACCTCTTATTCTATAAAGGGACTCGTCAAAAAAAAAGAC

ACCCCTTTTTTTTTCCCACCCCCCCCGGTTTTTTTTCCATGGGGCCCCATATTCCCCCGC -441
TGGGGAAAAAAAAAGGGTGGGGGGGGCCAAAAAAAAGGTACCCCGGGGTATAAGGGGGCG

CTGCAGGAAAACTTGGGGAAAGAGGAAAAACACTTCGGATAAAAACGGTCAAGAAGCTCT -381
GACGTCCTTTTGAARCCCCITTCTCCTTITTGTGAAGCCTATTTTTGCCAGTTCTTCGAGA

TCGACGATTTAGTGCCACCTTCATGAAAAATTCCAGAGTTTTTTCCAGCTGCTTTGATTT -321
AGCTGCTAAATCACGGTGGAAGTACTTTTTAAGGTCTCAAAAAAGGTCGACGAAACTAAA

TACAGTCCATTATTCGGCGTCTAACGATTCTGATTAAGAAACAACGGAGGAAAACTCAAA -261
ATGTCAGGTAATAAGCCGCAGATTGCTAAGACTAATTCTTTGTTGCCTCCTTTTGAGTTT

TTCTAATATAATATTTTTAAGTTTATGAAGGTGGGGTGGTAAGAAAAGCAACTARAAATAA -201
AAGATTATATTATAAAAATTCTTTATCTTCCAGGGGACCATTCTTTTCGTTGATTTTATT

TCTTCAAGTCAATTAGTGGTGAAAAGCTTCAACACTGGGGAATGAATAATATGTCATCTA -161
AGAAGTTCAGTTAATCACCACTTTTCGAAGTTGTGACCCCTTACTTATTATACAGTAGAT

GAAAAAATTTTATATAAATACTCAGTIGTITTTATTCATTATTICTCGATTCATTCACTTCAA -101
CTTTTTTAAAATATATTTATGAGTCACAAAATAAGTAATAAGAGCTAAGTAAGTGAAGTT

TTCCTCTTCATGAGTAATAGAAACCATAAAGAAAAGATATATTCAAAGCCTCTTATCAAG -41
AAGGAGAAGTACTCATTATCTTTGGTATTTCTTTTCTATATAAGTTTCGGAGAATAGTTC

GTTTGGTTTTGAAACACTTTTACAATAAAATCTGCCAAAA ATG
CAAACCAAAACTTTGTGAAAATGTTATTTTAGACGGTTTT il
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Cizelge 4.5.2. HXT4 geni promotoru bdlgesinde belirlenen bazi transkripsiyon faktori

baglanma bolgeleri. (DNA sekanslar1 5°-3” yoniinde verilmektedir).

Transkripsiyon DNA’da baglanma HXT4 promotorundaki baglandigi

faktorii sekansi yer

Rotlp CGGANnnA -624, -270

Miglp T(C/IG)(CIT)GGGG -255, -423, 457

Gerlp CTTCC -615, -725

Hotlp CTTCC? ??

Yaplp AATTAC - 348, -185

Msn2/4p (STRE) | CCCCT -495

Hsflp GAANnn GAA Bircok bdlgede her iki zincirde
tekrarli olarak bulunmaktadir.
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5. TARTISMA

Abiyotik stres kosullar1 biitiin canlilarda metabolizmayi etkileyen ¢evresel bir
etkendir. Bu stres kosullarindan bazilar1 yiiksek sicaklik, yiiksek ozmolarite, ve
oksidatif streslerdir. Canlilarin abiyotik kosullarda hayatsal faaliyetlerini yiiriitebilmek
icin ¢esitli yanitlar gelistirdikleri goriilmektedir. Bu yanitlardan bazilar1 da hiicresel
seviyede sitoplazmik Dbilesenleri korumaya yonelik proteinler ve metabolitler
sentezlemektir. Ozellikle sicaklik stresine karsi sentezlenen 1s1 soku proteinlerinden
bazilar1 sitoplazmik proteinlerin yapilarindaki bozulmalar1 Onleyebilir, yanlis
katlanmalar1 diizeltebilir (Estruch 2000). Abiyotik stres kosullarinda S. cerevisiae’da
sentezlenen iki Onemli metabolit bulunmaktadir. Bunlar trehaloz ve gliseroldur
(Francois ve Parrou 2001; Hohmann 2002). Her iki metabolit de glikolitik yola bagl
olarak glukozdan sentezlenmektedir.

S. cerevisiae’da glukozun hiicre igine taginmasi kolaylastirilmig difiizyon
mekanizmasi ile ve Hxt (Hexose transporters) proteinleri ile yapilmaktadir (Boles ve
Hollenberg 1997). S. cerevisiae’da glukozun hiicreye alinmasinda 6nemli islevi olan
Hxtdp de HXT4 geni tarafindan kodlanmaktadir (Theodoris ve ark. 1994). Bu
caligmanin  amact  abiyotik  stres kosullarina yanit olarak HXT4  geni
transkripsiyonundaki degisiklikleri incelemektir. HXT4 geni transkripsiyonu ozellikle
diisiik glukoz ortaminda aktivator proteinler Rgtlp ve Gerlp tarafindan aktive
edilmektedir (Ozcan ve Johston 1994, Tiirkel ve Bisson 1999). Yiiksek glukoz
ortaminda ise represor protein olan Migl ve represor Ozelligi de olan Rgtlp ile

baskilanmaktadir.

Stres kosullarina yanit olarak hedef genlerin aktivasyonlar1 bazi transkripsiyon
faktorlerince saglanmaktadir. Msn2/4p genel stres yanit faktorii olarak bilinmektedir ve
abiyotik kosullarda aktive edilen genlerin transkripsiyonunu saglar. HXT4 promotor
bolgesinde yaptigimiz incelemede Msn2/4p’nin de baglanabilecegi niikleotid dizileri
bulundugu belirlendi. Bundan dolay oksidatif stres ve sicaklik stresi kosullarinda HXT4

geni transkripsiyonun aktivasyonunda bu faktoriin islevi oldugu diisiiniilmektedir.
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Msn2/4p ye ek olarak oksidatif stres kosullarinda 6zellikle Yaplp ve sicaklik stresi
kosullarinda ise Hsflp aktive edilmektedir. HXT4 promotor bdlgesinde yaptigimiz
incelemede hem Yaplp ve hem de Hsflp’nin baglandigi DNA dizilerinin bulundugu
belirlendi. Bu nedenle abiyotik stres kosullarinda HXT4 geni transkripsiyonunun

aktivasyonunda Msn2/4p’ye ek olarak bu faktorlerin de islevi olabilecegi 6n goriilebilir.

Oksidatif stres ve oOzellikle sicaklik stresi  kosullarinda HXT4
transkripsiyonunun yiiksek glukozlu ortamda aktive edildigi goriilmektedir. Bu etkinin
nedeni de heniliz tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte 6zellikle Yaplp ve
Hsflp’nin aktiviteleri de glukoz sinyaline bagli olabilir. Yiiksek glukoz ortaminda aktif
olan PKA’nin diisikk glukoz ortaminda aktif olmamasi Yaplp ve Hsflp’nin de
inaktivasyonuna neden olabilir. PKA’nin diisiik glukoz ortaminda ve ozmotik stres
kosullarinda baskilanmis olmasi bu olasiligi giliglendirmektedir (Rep ve ark. 2000).
Biitiin bunlarin bir sonucu olarak da diisiik glukoz ortaminda abiyotik stres kosullarinin

uygulanmas1 HXT4 geni transkripsiyonun bazal seviyede kalmasina yol acabilir.

Ozmotik stres kosullarinda hem yiiksek ve hem de diisikk glukoz ortaminda
HXT4 geni transkripsiyonunun baskilandigi bilinmektedir (Tirkel 1999). Bu
baskilanmanin molekiiler mekanizmasi heniiz aydinlatilamamistir. Ozmotik stres
kosullarinda hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eden Hotlp’nin HXT4 geninde de
baglanma sekanslart bulunmaktadir. Ozmotik stres kosullarinda aktive edilen ve
baskilanan genler Rep ve ark (2000) tarafindan mikro-dizin analizi ile belirlenmistir. Bu
calismada HXT1 ve HXT5’in transkripsiyonlarinin ozmotik stres ile aktive edildikleri
rapor edilmekle birlikte HXT4 ve diger HXT genleri ile ilgili herhangi bir sonug rapor
edilmemistir (Rep ve ark. 2000). Ozmotik strese yanit olusumunun S. cerevisiae tireme
ortamindaki karbon kaynaklarma gore farklilik gosterdigi bildirilmistir (Siderus ve ark.
1997). Bu arastirmada ozmotik stresin PKA aktivitesini azalttigi ve bundan dolay1
etanol ve gliserol laktat gibi lireme ortamlarinad bulunan S. cerevisiae suslarinda

PKA’ya bagli sinyal iletim yolunun tam olarak ¢aligmadig1 6ne siiriilmiistiir.

Arastirmalarimizda mutant S. cerevisiae suslari ile elde edilen sonuglar HXT4

geni transkripsiyonunun Yaplp ve Hotlp’den bagimsiz oldugunu da gostermistir. Fakat
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bu mutant suslarla yapilan ¢alismada hem repres ve hem de derepres kosullarda HXT4
geni transkripsiyonununda artis oldugu da goriilmektedir. Her iki sinyal iletim yolunun
da glukoz transportunu kisitladigina iliskin herhangi bir kayit bulunmamaktadir.
Bundan dolay1 bu mutant suslarda goriilen beklenmedik artisin nedeninin pleotropik bir
etki veya Hxt4-lacZ gen fiizyonunu tasiyan plazmitin bu suslardaki kopya sayisi ile
ilgili degisimden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektdir. Bazal seviyede Ayapl’de yaban
tip susa gore daha az artis olmasi oksidatif stres yanitinin kismen Yaplp’ye bagh

oldugunu gostermektedir.

HXT4 geni transkripsiyonu yiiksek ve diisiik glukoz konsantrasyonunda farkl
transkripsiyon faktorlerince kontrol edilmektedir. Abiyotik stres kosullarinda da HXT4
promotor bdlgesine hangi faktorlerin baglandigi oncelikli olarak in-vivo DNasel foot
print analizi ile belirlenebilir. Bu metod ile herhangi bir genin promotorunda farkli
kosullarda hangi promotor sekanslarina transkripsiyon faktorlerinin baglandigi veya
baglanmadigi belirlenmektedir. Yapilacak bu tiir bir analiz ile repres ve derepres
kosullarda iretilmekte olan S. cerevisiae suslarma uygulanacak abiyotik stres
kosullarinda HXT4 geni transkripsiyonu ic¢in gerekli olan promotor elementleri

belirlenebilir.
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EKLER

Ek 1: Besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1:YPD (Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz)

YPD besiyeri arastirmalarimizda kullanilan S. cerevisiae suslarmin tiretimi i¢in

zengin besiyeri olarak kullanildi. YPD besi yeri igerigi:

Yeast Ekstrakt: 10 gram

Pepton: 20 gram

toplam 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlandi. Bu karisim 121°C’de 25 dakika
otoklavda steril edildi.

YPD petrilerini hazirlamak i¢in bu karisima otoklavdan once 20 gram/litre
olacak sekilde agar agar ilave edildi. Glukoz %20’lik stok ¢6zeltiler halinde hazirlandi
ve petrilerin hazirlanmasinda otoklav asamasindan sonra, sivi besiyerlerinde ise
kullanimdan hemen Once iireme ortamlarindaki son konsantrasyonu %2 (repres

kosullar) veya %0.05 (derepres kosullar) olacak sekilde besiyerine ilave edildi.

2: Sentetik tam —urasil Ureme Ortam (Sc-ura)

Bu iireme ortami arastirmalarimizda kullanilan S. cerevisiae transformantlar
icin segici besiyer olarak hazirlandi. Sc-Ura besiyerini hazirlamak i¢in 6.7 gram YNB
(%0.5 amonyumlu, aminoasitsiz) 1 litre distile suda ¢ozdiiriildii. 121°C’de 25 dakika
stireli olarak otoklavda steril edildi. Sc-Ura kati besiyerini hazirlarken 20 gram/litre
olacak sekilde otoklavdan once agar agar eklendi. Aminoasit kaynagi olarak urasil
icermeyen aminoasit karisimi eklendi. Amino asit karigimi 1.92 gram/litre olacak
sekilde kullanimdan hemen Once hazirlandi, filtre sterilizasyon yontemiyle sterilize

edilerek tireme ortamina ilave edildi.

3: Lityum Asetat-TE

Bu karigim S. cerevisiae hiicrelerinin transformasyonu igin kullanildi. 3.5 ml
250 mM Lityum asetat; 10 mM Tris pH:8.0, 1 mM EDTA pH:8.0 ile ¢oziilerek
hazirlandi. Karigim 0.45 um por ¢apli membran disk filtre ile steril edildi.
4: %50 Polietilen Gilikol (PEG)
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Katt Polietilen Glikol (Ma. 4000) distile suda %350’lik stok c¢ozelti olarak

hazirlandi, otoklavda steril edildi.

5: Lizis Tampon Cozeltisi (Breaking Buffer)
Bu tampon ¢ozelti tireme periyotlar1 sonunda S. cerevisiae transformantlarini

siispanse etmek i¢in kullanildi. Lizis tampon ¢ozeltisinin bilesimi:

100 mM tris HCI pH:8.0
1 mM DL-Dithiothretiol
%20 (V/V) Gliserol
4 mM Fenil Metil Siilfonil Fulorid.
Lizis tampon ¢o6zeltisi steril distile su ile hazirland1 ve stirekli olarak +4 C’de

saklandi.

6: Z tampon cozeltisi (Z Buffer)
Bu ¢ozelti S. cerevisiae transformantlarmin B galaktosidaz aktivitesini

belirlemek icin kullanildi. Bu ¢6zeltinin bilesimi:

60 mM Na,HPQO,4.7H,0
40 ml NaH2PO4.H20
10 mM KCI
1 mM MgS0O,4.7H,0
50 mM 2-Merkapto Ethanol.
Cozelti steril distile suda hazirland: ve siirekli olarak + 4 C’de saklandi.

7: Lowry Cozeltisi

Hiicre lizatlarindaki protein konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanildi. Bu
¢Ozeltinin bilesimi:

Lowry A: % 2’lik NayCOs (0.1 N NaOH’da ¢ozdiiriilmiis)
Lowry B: % 0.5’lik CuSO4 (%1°lik NaK-tartarat’ta ¢ozdiirilmiis)

8: ONPG (O-Nitrofenil B-D-Galaktopiranozid)

Son konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde Z tampon ¢ozeltisinde hazirland.
Calismalar siiresince +4 C’de sakland.
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Ek 2: B-gal aktivitesi hesaplanmasi

Hazirlanan S. cerevisiae transformantlarinin transkripsiyonlart sonucu Lac Z
fiizyonlarindan sentezlenen [-galaktosidaz enzimlerini aktiviteleri asagidaki formiile

gore hesaplandi.

B-gal unitesi:

[OD4 x 1.7] / [0.0045 x Protein Konsantrasyonu x Reaksiyondaki Lizat Hacmi x
Zaman]

ODyy: Sar1 rengin absorbansi

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

0.0045: ONPG’nin molar absorbsiyon katsayi1s1

Protein konsantrasyonu: mg/mi

Lizat hacmi: Degisken (ml)

Zaman: Sar1 rengin olustugu zaman (dk)

B-galaktosidaz unitesi dakikada hidroliz edilen nmol ONPG/mg toplam protein

olarak verilmistir.
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