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OZET:

Ty2 Retrotranspozonu Transkripsiyonunun diizenlenmesine kromatin

modifiye edici faktorlerin etkilerinin analizi

Eukaryotlarda kromatin yapisi genlerin ifadesinin kontroliine ¢ok fazla etki eder.
Niikleozomlar ve non-histon proteinler olduk¢a diizenli kromatin yapisi olusturan
baslica faktorlerdir. Kromatin yapisint degistiren kompleksler spesifik transkripsiyon
faktorlerine etki ederek veya hedef genlerin kontrol bolgelerindeki kromatin yapisini
degistirerek gen ifadesini degistirebilirler.

Bu calismada Ty2-lacZ gen fiizyonlar1 ve 6zel mutant S. cerevisiae suslari
kullanilarak kromatin yapisini degistiren komplekslerin retrotranspozon Ty2-917
transkripsiyonuna etkileri arastirildi. Retrotranspozonlar herhangi bir hastaliga neden
olmazlar fakat patojenik retroviriislere genetik olarak benzerlik gosterirler. Bundan
dolay1 retrotranspozon Ty2-917 retroviriislerde gen ifadesinin kontrol mekanizmalarini
analiz etmek i¢in iyi bir model sistem olarak ¢ok yogun olarak kullanilmaktadir.

Bu tez arastirmalarinin sonuglari Ty2 transkripsiyonunun da kromatin yapisini
degistiren kompleksler tarafindan diizenlendigini gostermektedir. Non-histon proteinleri
ve histon asetil transferaz aktivitesinin yoklugu Ty2-917 transkripsiyonun da birkag kat
azalma ile sonuclandi. Fakat elde ettigimiz sonuglar histon deasetilazlarin Ty2-917
transkripsiyonuna herhangi bir etkisinin olmadigini1 da gosterdi. Bunlara ek olarak, bu
arastirmada elde edilen diger sonuclar da Ty2-917 transkripsiyonun diizenlenmesi i¢in

Med2p gibi baz1 transkripsiyon mediatorlerinin de gerekli oldugunu gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Transkripsiyon, Kromatin, Ty elementleri, S. cerevisiae,

Retrotranspozon.
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ABSTRACT

Analysis of the Effects of chromatin modifying factors on the regulation of

Retrotransposon Ty2 transcription

Chromatin structure has the large effects on the regulation of gene expression in
eukaryotes. Nucleosomes and non-histone proteins are the major factors that form
highly ordered chromatin structures. Chromatin modifying complexes can alter the gene
expression either by acting on the specific transcription factors or by changing the
chromatin structure over the control regions of the target genes.

In this study, the effects of chromatin modifying complexes on the transcription of
retrotransposon Ty2-917 were investigated using Ty2-lacZ gene fusions and the specific
mutant S. cerevisiae strains. Retrotransposons do not cause any disease but they have
genetic similarities to pathogenic retroviruses. Hence, retrotransposon Ty2-917 has been
extensively used as a good model system to analyze the control mechanisms of gene
expression in retroviruses.

Results of this thesis research indicated that the transcription of Ty2 is also regulated by
chromatin modifying complexes. Lack of non-histone proteins and histone acetyl
transferase activity resulted in several fold decrease in the transcription of Ty2-917.
However, our results also showed that histone deacetylases have no effects on the Ty2-
917 transcription. In addition, results of this study also indicated that the some of the
transcription mediators such as Med2p are essential for the transcriptional regulation of

Ty2-917.

Key Words: Transcription, Chromatin, Ty elements, S. cerevisiae, Retrotransposon.
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1- GIRIS.

Eukaryotlarda kromozomlar hiicre dongiisiiniin interfaz sirasinda da niikleusda
yogun kromatin seklinde bulunur. Kromatin olusumunu saglayan faktorlerden en
Oonemlisi histon proteinlerinden olusan niikleozomlardir. Niikleozomlardan bagka genel
olarak non-histon proteinler olarak bilinen bir gurup proteinin de kromatin olusumunu
sagladig1 bilinmektedir. Fakat kromatin ¢ok dinamik bir yap1 olup cesitli faktorlerce
siirekli olarak yapisal degisikliklere ugratilmaktadir. Niikleozomlarin DNA’ya
baglandigr bdlgeler degistirilebilmekte veya niikleozomlar tiimiiyle DNA’dan
atilabilmektedir.

Eukaryotlarda DNA’nin acik kromatin yapisi seklinde olmayip farkli proteinler ile
kompleks olusturan yogun bir yap1 olmasi genlerden transkripsiyon yapilmasini da
engellemektedir. Bu nedenle genlerin isleyisinde birinci asama olan transkripsiyonun
baslatilabilmesi icin bazal transkripsiyon faktdrleri ve RNA Polimerazlarin baglandigi
promotor bolgelerinin ac¢ik kromatin bdlgeleri olarak bulunmasi gerekmektedir.
Kromatin yapisinin agilmasi daha ¢ok niikleozomlar1 olusturan histonlarin asetillenerek
DNA ile etkilesimlerinin bozulmasi sonucu olmaktadir. Histon asetil transferaz olarak
bilinen biiyiik enzim kompleksleri niikleozomlardaki histonlara asetil guruplart ekleyip
niikleozomlarin DNA’dan ¢6ziilmesini, bdylece genlerin promotor bdlgelerinin
transkripsiyon i¢in ac¢ilmasini saglamaktadir (Wu ve Grunstein 2000). Bunun disinda
histonlarin deasetillenmesini saglayip niikleozomlarin DNA’ya baglanmasini saglayan
faktorler de bulunmaktadir. Bu faktorler de kromatin olusumunu saglayip daha c¢ok
genlerden yapilan transkripsiyonun baskilanmasin1 saglamaktadir (Shidlovski ve
Nabirachkina 2005).

Niikleozomlarin disinda S. cerevisiae'da ve diger eukaryotik canlilarda kromatin
olusturan 6nemli bir niikleer protein gurubu da non-histon proteinleridir. Bu proteinler
high mobility gurup proteinler olarak da adlandirilirlar ve farkli genlerin
transkripsiyonlarinin aktivasyonu veya baskilanmasini saglarlar (Moreira ve Holmberg
2000).

Eukaryotlarda transkripsiyonun aktivasyonu igin aktivatdr proteinlere ek olarak
mediatér kompleksi olarak bilinen baska bir gurup proteinin de gerekli oldugu

bulunmustur (Guglielmi ve ark. 2004). Mediatér kompleksinin transkripsiyon



diizenleyici aktivatorler ile bazal transkripsiyon faktorleri ve RNA polimeraz arasindaki
baglantiy1 saglayan faktorler oldugu gosterilmistir (Malik ve Roeder 2000).

Bu arastirmada S. cerevisiae retrotranspozonu Ty2-917°de transkripisyonun
kontroliine kromatin modifiye edici faktorler ve mediator kompleksinin etkileri
arastirilmistir. S. cerevisiae’da bulunan 5 farkli guruptaki retrotranspozonlardan biri
olan Ty2-917°de transkripsiyonun baskilanmasi ve aktivasyonu i¢in gerekli olan
diizenleyici elementler bu retrotranspozonun 5° LTR bdlgesinde daha once yapilan
calismalar ile belirlenmistir (Farabaugh ve ark. 1989). Ty2-917°de transkripsiyonu
aktive eden ve baskilayan diizenleyici bolgeler promotor bdlgesinin 5° ve 3’ tarafinda
bulunmaktadir. Diizenleyici elementlerin Ty2-917’de ¢ok kisa bir DNA bélgesinde ¢ok
yogun olarak bulundugu da belirlenmistir (Farabaugh ve ark. 1993). Ty2-917’de
diizenleyici elementlerin bu sekilde yer almasi transkripsiyonun baslamasi igin
promotor  bdlgesindeki  kromatin  yapisinda O6nemli  katlanmalar  olmasini
gerektirmektedir. Kromatin yapisindaki  katlanmalar1 saglayan faktorler de
eukaryotlardaki niikleozomlar ve diger kromatin modifiye edici komplekslerdir. Bu
aragtirma sonucunda elde edilen sonuclar bazi kromatin faktorleri ve kromatin yapisin
degistiren faktorlerin Ty2-917’de transkripsiyonun kontrolu i¢in gerekli oldugunu
gostermistir.  Kromatin  yapisin1  degistiren  faktorlere ek olarak Ty2-917
transkripsiyonunun diizenlenmesinde mediatér kompleksinin de gerekli oldugu

bulunmustur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2. 1. Eukaryotlarda Transkripsiyonun Genel Ozellikleri

Eukaryotik organizmalarda genlerin transkripsiyonu ii¢ farkli RNA polimeraz
tarafindan yapilmaktadir. Bu RNA polimerazlardan RNA polimeraz I ribozomal RNA
genlerini, RNA polimeraz II protein kodlayan genleri transkribe eder. RNA polimeraz
III de tRNA ve diger kisa RNA’larin kodlandigi genlerin transkripsiyonunu
gercgeklestirir (Archambault ve Friesen 1993).

Eukaryotik RNA polimerazlarin transkribe ettikleri genlerin promotor bolgelerine
spesifik olarak baglanabilme 6zellikleri yoktur. Herbir RNA polimerazin canli tliriine
gore degismekle birlikte yaklasik 14 alt birimden olusan biiyiik bir protein kompleksi
oldugu bilinmektedir. Eukaryotik RNA polimerazlarda bazi alt birimler ortaktir
(Woychik ve Young 1990, Archambault ve Friesen 1993).

Bu tez arastirmasinin konusu olan S. cerevisiae retrotranspozonu Ty2 elementinin
transkripsiyonu da RNA polimeraz II tarafindan yapildigindan, bu bdliimde sadece
RNA polimeraz II tarafindan yapilan transkripsiyonun genel ozellikleri ve kontrol
mekanizmalar1 agiklanacaktir.

RNA polimeraz II ilgili genlerde transkripsiyonun baslatildigi bolgeye yani
genlerin promotor bolgelerine direkt olarak baglanamaz. RNA polimeraz II’'nin
transkripsiyonu baglatabilmesi i¢in promotor bolgesinin Once bazal transkripsiyon
faktorlerince taninmasi gerekmektedir. RNA polimeraz Il ancak bazal transkripsiyon
faktorleri ile etkileserek promotor bdlgesine baglanabilir (Sawadogo ve Sentenac 1990).
Eukaryotlarda kromozomlarin niikleusda kromatin olarak bulunmasi bazi genlerin
promotor bdlgelerine transkripsiyon faktorlerinin baglanmalarini da engelleyebilir. Bu
nedenle eukaryotlarda genellikle genlerin transkripsiyonlarinda ilk adim promotor
bolgelerindeki kromatin yapisinin agilmasidir.

RNA polimeraz II tarafindan yapilan transkripsiyon ¢esitli diizenleyici faktorlerce
hiicrenin metabolik durumu ve g¢evresel uyarilar gibi faktorler ile kontrol edilmektedir.
Sadece RNA polimeraz II tarafindan yapilan bazal transkripsiyon ¢ok az seviyede olup
hiicrede metabolik olaylarin yiiriitiilebilmesi i¢in yeterli degildir. Hiicrelerin metabolik

durumu veya gelisim asamasina gore transkripsiyon aktive edilir veya baskilanabilir.



Transkripsiyon  faktorlerinin  aktiviteleri ~de  metabolik  sinyallere  gore

diizenlenebilmektedir (Karin 1990, Hunter ve Karin 1992).

2. 1. 1. Bazal Transkripsiyon Faktorleri

Protein kodlayan genlerin transkripsiyonundaki ilk basamak promotor bolgesinin
bazal transkripsiyon faktorlerinden TFII-D kompleksi tarafindan taninmasidir. Fakat
bunun i¢in promotor bdlgesinin acik olmasi gerekmektedir. TFII-D ¢ok alt birimli bir
protein olup 6zellikle DNA’daki TATAAA dizisi ile spesifik olarak etkilesen alt birimi
TBP’dir (TATA Binding Protein).

TFII-D’nin promotoru tantyip baglanmasindan sonra bu yapiya diger bazal
transkripsiyon faktorleri katilmaya baglar. Sirasiyla 6nce TFII-B ve TFIIA; TFII-D ile
etkileserek daha stabil bir kompleks olustururlar (Buratowski ve ark. 1989). Bu
komplekse TFII-H, TFII-E faktorleri de baglandiktan sonra RNA polimeraz II de yapiya
katilir ve on baglatma kompleksinin olusumu tamamlanir (Archambault ve Friesen
1993). Bu bazal transkripsiyon faktorleri ve RNA polimeraz II kompleksinin in-vitro
transkripsiyon i¢in yeterli oldugu gosterilmistir (Malik ve Roeder 2000)

S. cerevisiae’da RNA polimeraz II’nin yapist belirlenmistir. S. cerevisiae’da RNA
polimeraz II molekiil agirhginin 0.5MDa oldugu ve 12 alt birimden olustugu
belirlenmistir (Woychik ve Young 1990).

RNA polimeraz II’'nin en biiyiik alt birimi biitiin eukaryotlarda oldugu gibi S.
cerevisiae’da da transkripsiyonun baslangi¢ asamasinda onemli bir igleve sahiptir.
Transkripsiyonun baslangic asamasindan devam (elongation) yani mRNA sentezi
asamasina gegilebilmesi i¢in RNA polimeraz II’nin en biiyiik alt birimini olusturan
proteinin karboksi ucunun (C-terminal Domain, CTD) protein kinazlarca fosforlanmasi
gerekmektedir. Transkripsiyonun devami ancak CTD fosforilasyonundan sonra
gerceklesmektedir (Young 1991). CTD 7 aminoasit dizisinin tekrarlarini igerir. Bu
motif eukaryotlarin evrimi sirasinda korunmustur fakat tekrar sayilar tlirlere gore
degisir. Mayalarda 26, memelilerde 52 adet bulunur (Palancade ve Bensaude 2003).

S. cerevisia’da genlerin promotor bolgelerinde TATAAA dizisinden bagka ¢esitli
kontrol bolgeleri de belirlenmistir. Bu kontrol bolgeleri genlerden yapilacak olan
transkripsiyonun metabolik veya c¢evresel sinyallere gore yapilabilmesi i¢in gereklidir.

TATAAA dizisi genellikle transkripsiyonun baslama noktasindan 30-160 niikleotid



kadar iist bolgede olabilir. Transkripsiyon aktivatorlerinin baglandigir bdlgelere S.
cerevisiae’da geleneksel olarak UAS (Upstream Activating Sequence) denilmektedir.
Fakat sonradan bazi aktivatorlerin transkripsiyon baslama noktasindan alt bolgelere yani
genin transkribe edilen bolgelerine de baglanabildigi gdsterilmistir (Tiirkel ve
Farabaugh 1993, Tiirkel ve ark. 1997). Birden ¢ok aktivatoriin baglandigi bolgelere de
enhancer bolgesi denilmektedir. Ayrica, transkripsiyon represorlerinin baglandigi
bolgeler de promotor bdlgesinde bulunabilir (Struhl 1987).

Transkripsiyonu kontrol eden faktorler bazen direkt olarak bazal transkripsiyon
faktorleri veya RNA polimeraz ile etkilesemez. Bazi genlerde transkripsiyonu kontrol
eden diizenleyici faktorlerin mediatér kompleksi olarak adlandirilan proteinler araciligi
ile bazal transkripsiyona etki ettikleri gosterilmistir. S. cerevisiae’da mediator
kompleksinin genel transkripsiyon faktorleri ile etkilestigi ve RNA polimeraz II’nin
transkripsiyonu baglatmasi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (Malik ve Roeder 2000).
Mediator kompleksi alt birimleri cesitli genlerde promotora 6zel etkilesimler ile ilgili

genlerin transkripsiyonlarinin diizenlenmesini saglarlar.

2. 1. 2. Eukaryotlarda Transkripsiyonun Kontrol mekanizmalari

Eukaryotlarda protein kodlayan genlerin transkripsiyonu birgok kontrol
mekanizmasi ile diizenlenir. Bu kontrol mekanizmalar1 her hangi bir gene veya gen
gurubuna 6zel olabilir. Transkripsiyonun kontrolu hiicresel veya cevresel sartlara gore
transkripsiyonun baskilanmasi veya aktivasyonu seklinde olabilir.

En sik goriilen kontrol mekanizmalarindan biri aktivatdr veya represor
proteinlerin protein kinazlar tarafindan fosforlanmasi sonucu ilgili transkripsiyon
faktoriiniin aktif/inaktif forma doniistiiriilmesidir (Karin 1990, Hunter ve Karin 1992).

Transkripsiyon faktorlerinin inaktif sekilde sitoplazmada bir proteine bagl olarak
tutulmasi da ayr1 bir kontrol mekanizmasidir. Bu durumda aktivator gerekli oluncaya
kadar sitoplazmada tutulur ve daha sonra transkripsiyonun yapildigi1 niikleusa gecer.
Baz1 promotorlarda da aktivatdor ve repressdr proteinleri ¢akisik olarak bulunan
baglanma bdlgelerine baglanmak ic¢in birbiri ile yaristigi goriilmiistiir. Bu durumda
aktivator veya represoriin ilgili promotora baglanmasi digerinin baglanmasini fiziksel

olarak engellemektedir (Park ve Craig 1991).



Eukaryotlarda yaygin olarak goriilen bir diger kontrol mekanizmasi da
niikleozomlarin promotor bolgesine baglanmasiyla transkripsiyonun baskilanmasi ve
engellenmesidir. Bu tiir kontrol mekanizmasinda bir veya birka¢ niikleozom represor
proteinler ile de etkileserek ilgili genin promotor bolgesinde katlanmalar olusturur. Bu
tir katlanmis promotor bolgelerine de bazal transkripsiyon faktorlerinin ve
trankripsiyon aktivatdrlerinin baglanmasi engellenir. Cok yaygin olarak goriilen bu tiir
kontrol mekanizmasma en iyi ornek S. cerevisiae’da SUC2 geni transkripsiyonunun

baskilanmasidir (Wu ve Winston 1997).

2. 2. Eukaryotlarda Kromatin Yapis1

Eukaryotik organizmalarda kromozomlar niikleusta kromatin olarak bulunurlar.
Kromatin yapisini olusturan faktorler DNA’ya baglanabilen proteinlerdir. Bu proteinler
bazen biiyiik DNA/protein kompleksleri olugturup DNA’nin ¢ok fazla katlanmasini da
saglayabilirler. Cesitli protein faktorlerince siki sekilde paketlenmis kromozomlardaki
genlerin transkripsiyonlar1 i¢in ilk sart kromatinin siirekli veya en azindan gecici bir
stire i¢in agilmasi, ¢oziilmesidir (Elgin 1988, Kornberg ve Lorch 1992).

Eukaryotlarda DNA heterokromatin ve eukromatin olmak ftizere iki sekilde
bulunur. Interfaz nukleusunda asir1 yogunlasma gdsteren bolgeler heterokromatin
yapisindadir. Nukleusta genellikle daha agik renkli goriilen bolgeler, aktif DNA’ nin
bulundugu eukromatin bolgeleridir. Metafaz niikleusunda kromozomlar yiiksek
seviyede paketlenmis halde bulunurlar. Genetik materyalin yapisal durumu ile
transkripsiyonel aktivite arasinda karsilikli bir iliski s6z konusudur. Fazla katlanmis
durumdaki kromatinden transkripsiyon yapilamaz. Mitotik hiicrelerde, hiicre boliinmesi
sirasinda transkripsiyon durmus gibidir.

Kromatin yapisin1 olusturan proteinler histonlar ve non-histonlardir. Kromatin
yapisinin olugmasinda en onemli alt birim nukleozomlardir. Nukleozomlar histon
kompleksleridir ve H2A, H2B, H3, H4 dimerlerinden olusan bir oktomer yapisindadir.
DNA paketlenirken bu oktomerin etrafinda yaklasik 1.65 kez sarilir. Bu sarilan
DNA’nin uzunlugu 146 baz ciftidir (Bernstein ve Schreiber 2002). H1 histonu iki
niikleozom arasindaki DNA ile etkilesir fakat direkt olarak niikleozom yapisina
katilmaz (Shidlovskii ve Nabirochkina 2000). Kromatin niikleusta ac¢ik, 10 nm’lik bir

nukleozom iplik¢igi halinden paketlenirken 30 nm’lik supersarmal olusturarak solanaid



hal kazanir ve her doniiste yaklasik 6 nukleozom vardir. Boylece DNA daha siki sekilde
paketlenmis olur (Horn ve Peterson 2002).

Eukaryotlarda kromatin olusumuna katilan bir diger protein gurubu HMG (High
Mobility Group) proteinleridir. Bu proteinler elektroforezde ayristirma esnasinda
yiksek hizda hareket ettiklerinden High Mobility Group proteinler olarak
adlandirilmiglardir. HMG proteinleri ¢ok ¢esitli olarak bulunur. Bazilarimin dokulara
0zel olduklar1 6ne siiriilmektedir.

HMG gurubu proteinler S. cerevisiae’da da bulunmaktadir (Lu ve ark. 1996). S.
cerevisiae’daki  HMG  proteinleri ~ Non-Histon  Proteinler = (NHP)  olarak
adlandirilmiglardir. Bunlardan Nhp6A ve Nhp6B’nin (Nhp6A/B) S. cerevisiae’da
birbirine ¢ok fazla homoloji gosteren iki genden kodlandigi gosterilmistir. S.
cerevisiae’da Nhp6A/B’nin ¢ok sayida genin transkripsiyonunun aktivasyonu veya
baskilanmasi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (Moreira ve Holmberg 2000).

Niikleozomlara ek olarak Non-histon proteinler ile beraber niikleusta bulunan
niikleer matriks proteinleri ve histon variantlarinin da DNA’ya baglanip mitotik

kromozomlarin olusumuna katildiklar1 goriilmiistiir (Horn ve Peterson 2002).

2. 2.1 Eukaryotlarda Kromatin Yapisinin Degisimi

Eukaryotlarda niikleusda ¢ok sayida proteinin DNA’ya baglanmasiyla olusan
kromatin yapis1 interfaz siiresince ¢ok dinamik bir yapidir. Yapisi siirekli olarak degisir.
Niikleus i¢inde bazi bdlgelerde katlanmalar veya c¢oziilmeler, agilmalar olur. S.
cerevisiae’da kromatin yapisini degistiren faktorler dort alt gurupta incelenmektedir. Bu
siniflandirma bu faktorlerin etki mekanizmalarina gore yapilmistir. Bunlar;
a- ATP bagimli Snf/Swi kompleksi
b- ATP bagimli Iswi gurubu faktorler
c- Histon Asetil Transferase (HAT) kompleksi (SAGA).
d- Histon deasetilaz kompleksleri’dir (HDAC).

Bu komplekslerden Snf/Swi ve Iswi gurubu proteinler kromatin tizerindeki
niikleozomlar1t ATP kullanarak kromatin yapisindan ayirirlar. Histon asetil transferazlar
histonlara asetil gurubu baglayip niikleozomlarin kromatin yapisindan ¢ozilerek

ayrilmasin1 saglar (Vignali ve ark. 2000). Histon deasetilazlar da histonlardan asetil



gurubunun ayrilmasimi  katalizleyerek Niikleozomlarin kromatine baglanmasini
saglamaktadirlar (Vignali ve ark. 2000, Verdin ve ark. 2003).

Snf/Swi kompleksi 2-MDa biiyiikliigiinde ve 12 alt birimden olusan oldukc¢a
biiylik bir protein kompleksidir (Shidlovskii ve Nabirochkina 2005). S. cerevisiae’da
bir¢ok genin aktivasyonu veya baskilanmasi i¢in gereklidir. Snf/Swi kompleksinin bazi
alt birimleri DNA ve RNA helikazlariyla homoloji gosterirler ki bu enzimleri ATP'nin
hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan enerjiyi niikleik asit- protein etkilesimini bozmak i¢in
kullanirlar. Transkripsiyonal olarak aktif kromatin bolgeleri, inaktif bolgelere gore
DNase'lara karsi daha duyarhidir. Histon oktomerlerine sarili DNA, enzimin
parcalamasindan kismen korunur. Saflagtirilmis Snf/Swi kompleksi varliginda ise bu
nukleozomal DNA, DNasel'e kars1 daha duyarli hale gelir. Bu da bize DNA' nin
niikleozom ylizeyinden gegici olarak ayrilmasini kolaylastirdigini gosterir (Elgin 1988).
Snf/Swi kompleksinin direk olarak DNA’ya baglanma 6zelligi yoktur. Snf/Swi ilgili
genlerin promotorlarina aktivator veya repressor proteinler araciligi ile baglanir. ATP
kullanarak bulundugu kromatin bolgesinde agilmalara neden olur (Vignali ve ark. 2000,
Shidlovskii ve Nabirochkina 2005).

Snf/Swi kompleksinin biyokimyasal aktiviteleri; niikleozom remodeling,
niikleozom kaymasi ve oktomer transferidir. S. cerevisiae’da Snf/Swi kompleksleriyle
bagli bulunan bagka bir gurup protein de RSC'dir. RSC’nin de S. cerevisiae’da kromatin
lizerinde histon oktomerini aktarma islevi oldugu gosterilmistir (Sudarsanam ve
Winston 2000).

Iswi gurubu kromatin degistiren kompleksler yapisal olarak Snf/Swi gurubundan
daha kiigiiktiir. Molekiil agirliklar: 400-800 kDa araliginda olup genellikle 2-4 alt birim
icerebilirler. Bu gurupta yer alan faktorlerin de genlerin transkripsiyonunun kontrolunda
gorevleri olduklar1 gosterilmigtir. Kromatinde katlanmalar olusturup bazi genlerden
transkripsiyonun baskilanmasina bazi genlerden de transkripsiyonun aktive edilmesine

neden olurlar (Corona ve Tamkun 2004, Shidlovskii ve Nabirochkina 2005)

2. 2. 2 Histon Asetil Transferaz ve Histon Deasetilazlar
Niikleozomlarin eukaryotlarda genlerin promotor bdlgelerine baglanarak
transkripsiyonu baskilayabildikleri bilinmektedir (Sundarsanam ve Winston 2000).

Niikleozom yapisini olusturan histonlara enzimatik olarak asetil, fosfat, metil gibi yan



guruplar baglanmaktadir (Lewin 2004a). Histonlarin yapisinda olusan bu tiir kimyasal
modifikasyonlar niikleozomlarin DNA ile etkilesimlerini de etkilemektedir.

Histonlara asetil guruplarimin Histon Asetil Transferaz (HAT) aktivitesi olan
enzim komplekslerince eklenmesiyle niikleozomlarin DNA ile etkilesimleri
zayiflamaktadir (Vignali ve ark. 2000). Negatif yiiklii olan asetil guruplart DNA’nin
negatif yiikkii ile etkilesemedigi i¢in asetillenmis histon igeren niikleozomlar
kromatinden ayrilirlar. Niikleozom yapisindaki histonlara asetil guruplarin1 enzimatik
olarak baglayabilen protein kompleksi S. cerevisiae’da SAGA kompleksi olarak
belirlenmistir (Dudley ve ark. 1999). SAGA kompleksi niikleozomlardan baska
transkripsiyon aktivatérleri ve bazi bazal transkripsiyon faktorleri ile de
etkilesebilmektedir (Sterner ve Berger 2000, Bhaumik ve Green 2002).

Histon deasetilasyonu genellikle transkripsiyonun baskilanmasina neden olur.
Birgok represor proteinin direkt olarak veya bir adaptdr araciligi ile histon deasetilaz
kompleksleri (HDAC) ile etkilestigi bilinmektedir. S. cerevisiae’da histon deasetilaz
aktivitesi olan ii¢ farkli protein gurubu belirlenmistir. Bunlar Rpd3p, Hdalp ve
Sir2p’dir. Rpd3p biiyiik bir protein kompleksi i¢inde yer alir. Bu komplekse HDAC-1
gurubu kompleks denilir. S. cerevisiae’da 1 MDa biiytikliiglinde bir protein kompleksi
olup Sin3, Sap30, Umel gibi alt birimleri bulunmaktadir (Grozinger ve Schreiber
2002). S. cerevisiae’da bulunan diger bir histon deasetilaz gurubu da HDAC-II
gurubudur. S. cerevisae’da  HDAC-II gurubu histon deasetilaz olarak Hdalp
belirlenmistir. Hdalp’nin Tuplp ile etkilestigi gosterilmistir (Verdin ve ark. 2003,
Davie ve ark. 2003) (Sekil 2.1). Tuplp DNA’ya baglanan Miglp proteini ile de
etkileserek Hdalp’nin ilgili promotor bolgesine tagmmmasini saglar. Bunun sonucu
olarak da Miglp-Tuplp-Hdalp kompleksinin bulundugu bdlgedeki niikleozomlar
deasetillenerek ilgili, hedef genlerin promotor bolgeleri niikleozomlarca kapatilir (Sekil

2.1).
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Sekil 2.1. Eukaryotlarda niikleozomalarin organizasyonu. Represor protein
tarafindan kromatin iizerine tasinan HDAC kompleksinin niikleozomlarda yaptigi

deasetilasyon gosterilmektedir (Lewin 2004a).

2.3. Retrotranspozonlar ve Retroviriisler

Eukaryotlarda genom icinde yer degistiren hareketli elementlere transpozon
denilmektedir. Retrotranspozonlarda da genom i¢inde yer degistirme RNA aracilig1 ile
yapilir. Retrotranspozonlar 3 smifa ayrilir. Bu guruplar ve kisa ozellikleri asagida
verilmistir (Lewin 2004b).

1. smif retrotranspozonlar (retropozonlar): Retroviridae siiper ailesindendir.
Revers transkriptaz ve/veya integraz aktivitesine sahip protein kodlar. Diger
retropozonlar gibi retroviriislere benzer mekanizma ile c¢ogalirlar. Fakat bagimsiz
bulasic1 formu yoktur. Bu gurup retrotranspozonlara en iyi 6rnek Drosophila’daki Copia
elementi ile S. cerevisiae’daki Ty elementleridir.

2. smif retropozonlar: LINE elementleridir. Bunlar da transkriptaz aktivitesine
sahiplerdir. LTR’leri yoktur. Retroviriislerden farkli bir mekanizmayla revers
transkripsiyon yapilir. Bu elementlerin az bir kismu kendi kendilerine transpozisyon
yapabilirler.

3. sinif retrotranspozonlar (retropozonlar): Non-viral siiper ailedendir ve hiicresel
transkript orjinlidirler. Transpozisyon fonksiyonu olan protein kodlamazlar. En goze

carpan 0rnegi SINE elementleridir.
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Retrotranspozonlarin  hayat dongiileri Sekil 2.2°de verilmistir. Retrovirus
parcacigi iginde genom olarak 2 adet mRNA bulunur. Bu mRNA genomu viral parcacik
icinde Once reverse transkriptaz tarafindan tek zincirli DNA’ya sonra da ¢ift zincirli
DNA’ya doniistiiriiliir. Cift zincirli retroviral DNA integraz etkisi ile genoma integre

olur (Boeke ve Ark. 1985).

s H
7 -
" Kromazomlar 2~ integrasyon ™ —cDNA
s y ! ! ‘
..I’
/ o
f
)
,,J,ﬁ" Transkripsivan Rewvers

Tranzkripsivon
we VP formu /

. NL.,I.klELiS Translasyon L

Stoplazma

Sekil 2.2. Retrotranspozonlarin hayat dongiisii (Ericka veark. 2004)

Bazi retroviriisler insanda c¢ok tehlikeli hastaliklar olusturabilirler. Fakat
retrotranspozonlarin heniiz patojenik bir 6zelligi gosterilmemistir. Bununla birlikte,
Retrotranspozonlar genom i¢inde mutasyona neden olabilirler. Niikleusta transpozisyon
sonucu hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli olan genlerin yap1 ve isleyisini degistirebilir
(Ciriacy 1995).

Retroviral genomdan polyprotein kodlanir. Tipik bir retroviriis genomunda {i¢
farkli kodlama bolgesi bulunmaktadir. Retrovirlis genomlarindan tek promotordan tek
cesit mMRNA transkribe edilmektedir (Farabaugh 1995, Farabaugh 1996).
Transkripsiyon ile olusan mRNA’da polyadenilasyon ile poly-A kuyrugu olusur. Bu
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mRNA’nin translasyonu sonucu retrovirus i¢in gerekli olan yapisal proteinler (GAG) ve
enzimatik 6zelligi olan revers transkriptase, integrase, RNaseH gibi (POL) proteinler
olusur. Translasyon sirasinda GAG-POL polyproteininin olusumu c¢ergeve kaymasi
(Frame-shift) gerektirir. Bazi retroviriislerde mRNA’nin kesilmesi (Spliceing) sonucu
olusan ayr1 bir RNA’dan Env proteinin translasyonu yapilir (Farabaugh 1995).

Her {i¢ protein iriinii yani, GAG, GAG-POL filizyon proteini ve ENV proteini
spesifik proteazlarca kesilerek cok sayida daha kisa protein olusur (Farabaugh 1995,
Farabaugh 1996).

=4(n)

ool eny

PB3

Sekil 2.3. Retroviriislerde genom yapisinin genel organizasyonu.

Tipik retrovirus genomunda ii¢ kodlama bdlgesi bulunur. Bu bélgeler GAG,
GAG-POL ve ENV seklinde siralanir (Ciriacy 1995). Retroviral mRNA 5’ucu cap
yapist ve 3’ucu polyadenillenmis seklindedir. Genom yapisinin bazi 6zellikleri ise
sOyledir:

R (Repeated) bolgesi: Kisa (18-250 nt) bir bdlgedir ve her iki ucta direk tekrarl
sekildedir

U5 (Unique 5°): genomda transkribe olan ilk par¢adir 75-250 nt’lik non coding bir
bolgedir.

PBS (Primer Bindig Site): Ozel bir tRNA aracilig1 ile revers transkriptazin revers
transkripsiyona bagsladig 18 nt’lik kisim.

Lider: 90-500 nt lik transkripsiyon baslama bdlgesinden sonra, translasyonu
yapilmayan bolgedir. Biitiin retroviral mRNA’larinin 5 ucunda bulunur.

PPT (Polypurine Tract): Kisa, yaklastk 10 nt’lik bir kisimdir. Revers

transkripsiyon sirasinda (+) zincirin baglamasindan sorumludur
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U3 (Unique 3’): 200-1200 nt lik kodlanmayan bdlgedir. Revers transkripsiyon
sonras1t proviriisin 5> ucudur. Promotor elemanlarina sahiptir ve proviriisiin
transkripsiyonundan sorumludur.

mRNA’nin tamaminin translasyonu ile GAG ve POL polyproteinleri olusur. GAG
ve POL farkli okuma ¢ergevelerindedir (Belcourt ve Farabaugh, 1990). Retroviriislerde
kapsid yapisini olusturan GAG proteini ilk baglama kodonundan sonlandirma kodonuna
kadar olan bolgeden sentez edilir. POL proteini sentezi i¢in bu sonlandirma kodonu
bolgesi ribozomlarin +1 frameshift mekanizmasiyla gecilir ve translasyon devam eder.
Sentezlenen protein GAG-POL protein fiizyonudur (Farabaugh 1995). GAG ve GAG-
POL protein fiizyonlarinin sentezlenme oranlarinda belirli bir denge vardir. Frameshift
icin farkli virlislerde farkli mekanizmalar kullanilmakla birlikte genellikle retroviral
mRNA’dan % 70 oraninda sadece GAG proteini sentez edilir. GAG-POL flizyonunun
frameshift ile sentez edilme frekansi ise % 20-30°dur. Retroviriislerin kapsid disindaki
protein zar yapisinda bulunan ve Envelop proteinleri (ENV) olarak adlandirilan
proteinler ise daha farkli sekilde sentez edilir. Retroviral mRNA’nin envelop proteinini
kodlayan kismi kesilerek kisa bir subgenomik mRNA olusturulur.

Bir retroviral parcacik i¢inde kapsid proteinleri tarafindan paketlenmis olarak iki
adet mRNA ve revers transkripsiyonun baglamasinda primer olarak kullanilan bir tRNA
bulunmaktadir. Primer olarak kullanilan tRNA’nin tiirii retroviriise gore farklilik
gosterir. Ty2’de revers transkriptaz tarafindan primer olarak kullanilan tRNA normal
olarak hiicrede bulunan ve hiicrede metionin tasiyan tRNA-met’dir (Voytas ve Boeke

1993, Roth 2000).

2.3. 1. S. cerevisiae’da Ty Elementleri

Ty retrotranspozonlar1 (Transposon Yeast), retroviriislere benzer 6zellikleri olan
ve RNA araciligi ile S. cerevisiae genomunda yer degistiren hareketli genetik
elementlerdir (Cameron ve ark. 1979, Clark ve ark. 1988). S. cerevisiae’da 5 farkli sinif
Ty retrotranspozonu bulunmaktadir (Tyl-Ty5). Bu gruplar birbirlerinden 5° ve 3’
uclarindaki tekrarli niikleotid dizilerinin (Long Terminal Repeat, LTR) o6zelliklerine
gore ayirt edilirler. Bu LTR dizileri Tyl ve Ty2’de “delta” elementleri olarak da
adlandirilir (Cameron ve ark. 1979). S. cerevisiae’nin genomunun tamamlanmasiyla

retrotranspozonlarin genomdaki toplam sayilari, yapisal 6zellikleri ve kromozomlara
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gore dagilimlart belirlenmistir (Kim ve ark. 1998). S. cerevisiae genomu veri
tabanindan elde edilen bilgilere gore her genomda 217 Tyl, 34 Ty2, 41 Ty3, 32 Ty4 ve
7 adet de TyS5 elementi olsmak iizere toplam 331 retrotransposon belirlenmistir. Bu tam
uzunluktaki Ty elementlerinden baska genom i¢inde rekombinasyon sonucu olusan ve
sadece Ty elementlerinin LTR bolgelerini (delta elementlerini) i¢eren kisa elementler de
belirlenmistir. S. cerevisiae genomunun yaklasik 9%3,1°1 retrotranspozonlardan
olusmaktadir (Kim ve ark. 1998).

Ty retrotranspozonlari S. cerevisiae’da RNA pol II tarafindan transkribe edilirler.
Ty mRNA’sinin translasyonu ile TYA ve TYA-TYB fiizyonu seklinde iki polipeptid
olusur. Bu polipeptidlerden TY A retroviriislerdeki GAG proteini ve TYA-TYB flizyonu
da retroviriislerdeki GAG-POL protein flizyonuna benzerlik gosterir (Farabaugh 1996).
TYA ve TYB peptidleri proteolitik olarak ¢esitli proteinlere ayristirilir. Retroviral gag
geni gibi TYA, Ty viriis benzeri parcaciklarin ana komponentlerini kodlar (Farabaugh
1995, 1996). Ty elementleri S. cerevisiae’da viriis benzeri parcaciklar (VLP)
olustururlar (Roth 2000). Bu viriis benzeri pargaciklarda iki adet Ty mRNA’s1 ve primer
olarak kullanilmak iizere bir adet tRNA molekiilii bulunmaktadir. Ty-VLP’nin dis,
kapsid kisimlarinda TYA proteini bulunurken, i¢ kisstmda TYA-TYB fiizyon proteininin
enzimatik aktivitesini olusturan bir grup enzim polipeptidi bulunur. TYB’nin proteolitik
parg¢alanmas1 sonucunda, proteaz, revers transkriptaz, RNaz-H ve integraz proteinleri
olugsur. Ty tarafindan kodlanan proteinlerde retroviral ENV geninin bir homologu
yoktur. Bu nedenle Ty retrotranspozonlart bir hiicreden digerine gecemezler (Wickner
1989, Ciriacy 1995). Fakat buna ragmen dogada Ty elementi igermeyen S. cerevisiae
suslarina ¢ok ¢ok nadir olarak rastlanmaktadir (Garfinkel ve ark. 2003). Bunun nedeni
olarak da S. cerevisiae hiicrelerinin mating sonucu diploid hiicreler olusturmasi ve
diploid hiicrelerin de spor olusturarak tekrar haploid hiicreleri olusturmasi

gosterilmektedir.

2. 3. 2. Retrotransposon Ty2-917’nin yapisal ozellikleri ve transkripsiyonunun
kontrolu

Retrotransposon  Ty2-917 yapisal oOzellikleri nedeniyle S. cerevisiae
retrotransposonlarinin Ty2 gurubunda yer almaktadir. Toplam genom uzunlugu 5.9 Kbp

olan Ty2-917 elementinin 5’ ve 3’ uglarindaki tekrarl dizilerin uzunlugu da 330-335 bp
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kadardir. Bu tekrarh dizilere LTR da denilmektedir (Cameron ve ark. 1979, Farabaugh
ve Fink 1980). Ty2-917 retrotranspozonunun transkripsiyonunu diizenleyen bolgeleri,
5’ delta elementini ve kodlama boélgesinin yaklasik 600 bp’lik kismini da igeren ilk 1
kbp’lik kisminda bulunur (Farabaugh ve ark. 1989). Transkripsiyon 5 delta elementinin
icinde baslar ve 3° delta elementinin i¢inde sonlanir (Sekil2-4). 5’ delta elementinin
icinde bir bazal promotor elementi, TATAAA dizisi bulunur (Farabaugh ve Ark. 1989,
Liao ve ark. 1987). TATAAA dizisinin 5° tarafinda (Upstream bolgede)
transkripsiyonun aktivasyonu icin gerekli olan (UAS) bdlge belirlenmistir (Liao ve ark.
1987). UAS elementinin delesyonunun Ty2-917 transkripsiyonunda 6nemli miktarda
azalmalara neden oldugu bulunmustur (Liao ve ark 1987). Ty2-917 transkripsiyona
pozitif etkili ikinci bir bolge de enhancer elementidir (Sekil2-4). Transkripsiyonu aktive
eden bu bolge 240 bp’den 550 bp’ye uzanir ve Ty2 nin transkribe edilen bolgesi i¢inde
yer alir (Farabaugh ve ark. 1989). Enhancer elementinin delesyonu sonucu da Ty2-917
transkripsiyonunda ¢ok fazla miktarda azalma oldugu bulunmustur (Farabaugh ve ark.
1989). Enhancer elementi tipik eukaryotik aktivatdr elementleri gibi heterolog genlerin
promotorlarindan transkripisyonu aktive edebilir.

Ty2-917 elementinin UAS ve enhancer bolgelerine spesifik olarak baglanip
transkripsiyonu aktive eden faktorler Gerlp ve Ger2p olarak belirlenmistir (Tiirkel ve
ark. 1997, Tirkel 2002). Gerlp’nin hem UAS ve hem de enhancer elementi i¢inde bir
cok bolgeye spesifik olarak baglandigt DNA foot-print teknigi kullanilarak
gosterilmistir. Bu in-vitro sonuglara ek olarak, gcrl ve gcr2 mutanti S. cerevisiae
hiicrelerinde Ty2-917 elementi transkripsiyonun yaklagik 100 kat azaldigi da
bulunmustur (Tirkel ve ark. 1997, Tirkel 2002).

Ty2-917 elementinde transkripsiyonun baskilanmasini saglayan bir DNA bolgesi
de belirlenmistir. Negatif diizenleyici bolge olarak adlandirilan bu bolge Enhancer
bolgesinin 3’ yoniinde yer alir. Yaklasik 200 bp uzunlugundaki bu kontrol bolgesi Ty2-
917 elementinde 555. niikleotit’den 754. niikleotide kadar uzanan bdolgede yer
almaktadir (Farabaugh ve ark 1993). Bu negatif diizenleyici bolge Ty2-917
transkripsiyonunda yaklasik 8-kat bir azalmaya neden olur. Negatif diizenleyici bolgeye
baglanip transkripsiyonun baskilanmasina neden olan transkripsiyon faktorleri heniiz

belirlenememistir.
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Sekil 2.4. Ty2-917°de transkripsiyon kontrol bolgeleri. Numaralandirma Ty2-
917°de 1. Niikleotide gdre yapilmistir (Bayram 2003).

S. cerevisiae’da Tyl veya delta elementine bagli olarak yapilan
transkripsiyonuna etki eden bazi kromatin faktorleri de belirlenmistir. Bu faktorlerin
cogunlukla kromatin yapisini degistiren SPT gurubu faktorler oldugu gdosterilmistir
(Hahn ve ark.1989, Eisenmann ve ark. 1992, Yamaguchi ve ark. 2001). Ty veya Ty
delta elementine bagl olarak yapilan transkripsiyona etki eden bazi SPT faktorlerinin de
aslinda S. cerevisiae’daki histon proteinleri oldugu bulunmustur. Bunlardan SPT11 ve
SPT12’nin H2A ve H2B genleri tarafindan kodlanan proteinler olduklar1 gosterilmistir
(Sherwood ve Osley 1991). Bunlarin disinda SPT4, SPT5 ve SPT6 faktorlerinin de Tyl
ve Tyl delta elementine bagli transkripsiyon icin gerekli olduklari gosterilmistir
(Swanson ve Winston 1992).

SPT proteinleri disinda Tyl delta elementine bagli olarak yapilan
transkripsiyona SAGA kompleksinin etki ettigi de gosterilmistir (Dudley ve ark.
1999a). SAGA kompleksini olusturan SPT3 veya SPT20 altbirimlerinde olusan
mutasyonun Tyl delta elementine bagli olarak yapilan transkripsiyonda 10 kat kadar
azalma oldugu bulunmustur (Dudley ve ark. 1999a). Tyl retrotranspozonu
transkripsiyonunun genom icinde bulundugu bolgelere gore kromatin yapisindaki
degisiklikler nedeniyle transkripsiyonunda 50-kat kadar azalma olabildigi de
gosterilmistir (Morillon ve ark. 2002).

Kromatin faktorlerinin S. cerevisiae 'da retrotranspozonlara etkilerinin analizinde

Tyl -elementi veya delta elementlerinin kullanildigr goriilmektedir. Ty2-917
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transkripsiyonuna S. cerevisiae kromatin faktOrlerinin etkileri heniiz analiz

edilmemistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3. 1. Arastirmada Kullanilan Maya Suslar:

Bu aragtirmada kullanilan S. cerevisiae suslarindan YST150 ve YST151 Dr. N.

Lehming’den saglandi1 (University of Singapour-Singapour). Diger suslar ise Frankfurt

Universitesi’nden saglandi. S. cerevisiae suslarinin genotipleri gizelge 3.1.’de verildi.

Cizelge 3.1. Bu arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslarinin genotipleri.

Maya Susu Genotipi ve ilgili mutasyon

YST 124 MAT a his3A;leu2A0; Met15A0;ura3A0 (Yaban Tip)

YST 150 MAT a Ura3-52,leu2-3,his3A200,lys2-801,trpIA63,ade2: :hisG
(Yaban tip)

YST 151 MAT a Ura3-52,leu2-3,his3A200,lys2-801,trp1A63,ade?2: :hisG
Anhp6A,Anhp6B (nhp6A/B mutanti)

YST 161 MAT a his3A1; leu2A0; Met15A0;ura3A0. YNL330c::kanMX4
(rpd3 mutant1)

YST 162 MAT a his3A1; leu2A0; Met15A0;ura3A0. YNLO2I1c::kanMX4
(hdal mutant1)

YST 163 MAT a his3A1; leu2A0; Met15A0;ura3A0. YPLO42c::kanMX4
(srb10 mutant1)

YST 164 MAT a his3A1; leu2A0; Met15A0;ura3A0. YOR304c::kanMX4
(iswi2 mutanti)

YST 165 MAT o  his3Al;  leu2A0;Met15A0;lys2A0  ura3A0.
YDLO0O05c: :kanMX4 YST (med2 mutanti)

YST 166 MAT a his3A1; leu2A0; Met15A0,;ura3A0. YDLOO2c: :kanMX4
(nhp10 mutant1)

YST 167 MAT a his3A1; leu2A0; Met15A0;ura3A0. YBROSIc::kanMX4
(spt7 mutant1)
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3. 2. S. cerevisiae Suslarimin Uretilmesi

Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslar1 rutin ¢aligmalar i¢in zengin ortam
olarak kullanilan YPD (%1 yeast extract, %2 peptone, 2% glikoz) lireme ortaminda,
adenin mutant1 olan YST150 ve YST151 suslar1 da YPAD (YPD + % 0.2 g adenin)
ortamlarinda iiretildi (Rose ve ark. 1990) (Ek 1). Bu stoklardan kati1 besi yerine (YPD
+%?2 agar veya YPAD +%2 agar) ekim yapilarak stoklar olusturuldu. Deneylerimiz
boyunca taze S. cerevisiae kiiltiirlerinin hazirlanmasinda YPD veya YPAD petrilerinde
tiretilen bu stoklar kullanildi. Maya stoklar1 petrilerde 4 °C’de saklandi. Arastirmada
kullanilan ¢dzeltilerin igerikleri ve hazirlanmasi ek-1’de verildi.

Transformantlar urasil igermeyen sentetik tam (-Ura, SC) {ireme ortamlarinda

iretildi (Rose ve ark. 1990) (Ek-1).

3. 3. Arastirmada Kullamilan Plazmidler

Bu arastirmada, pTy2-555-lacZ, pTy2-754-lacZ, pEnc-lacZ, pCycl-lacZ
plazmidleri kullanildi. Ty2-lacZ, Suc2-lacZ Cycl-lacZ gen fiizyonlarini iceren
plazmidler daha onceki arastirmalarda hazirlanmistir (Guarente ve Ptashne 1981,
Farabaugh ve ark. 1989, Sarokin ve Carlson 1985). Plazmidler E. coli-S. cerevisiae
mekik tiirli vektorler olup S. cerevisiae’da replikasyon ve mitotik stabilite i¢in 2p
plazmidinin bir boliimiinii igerirler. S. cerevisiae’da secici marker gen olarak URA3
genini i¢ermektedirler. Ayrica, bu plazmidler E. coli’de ¢ogaltma ve replikasyon i¢in

Ampisilin’e direng geni (-laktamaz) ve ColE replikasyon orijini de igermektedirler.
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Sekil 3.1. Ty2-555-lacZ gen flizyonunu iceren plazmidin yapisi
(Farabaugh ve ark. 1993).

3. 4 Plazmidlerin E.coli’ye Transformasyonu ve Saflastirilmasi

Arastirmada kullanilan gen flizyonlarinin bulundugu plazmidler E. coli’de
cogaltildi. Bunun i¢in 6nce E. coli DHS5a hiicreleri 10 ml LB (%1 Bacto- tripton, %0.5
yeast extract, %1 NaCl ) sivi ortamda logaritmik faza kadar 37 °C’de iretildi (Ek-1).
Bakteri hiicreleri MgCl,, CaCl, yontemi kullanilarak kompetant hale getirildi (Ausubel
ve ark. 1987). Kompetant bakteriden 150 pl alind1 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 i¢inde 30 dakika bekletildi. Bu siire sonunda
42 °C’de 2 dakika 1s1 sokuna ugratild1 ve tekrar 2 dakika buzda bekletildi. Daha sonra
bakteri-plazmid karigimina 850 pl LB ilave edildi ve 37 °C’de 1 saat bekletildi. Bu
islemden sonra da transformant bakterilerin se¢imi i¢in 100 pl’lik bakteri karigimi LB-
Ampisilin petrilerine ekildi ve petriler 37 °C’de 1 gece bekletildi (Ausubel ve ark.

1987). LB-Ampisilin’de iireyip, koloni olusturan transformantlardan tek koloni alinarak
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tekrar LB-ampisilinli petrilere ekim yapildi. Plazmid izolasyonu i¢in bu petrilerden sivi
10 ml LB-ampisilin ortamma ekim yapildi ve karistirmal inkiibatérde 37 °C 140
doniis/dakika hizda iiretildi.

E.coli’ye transform edilen plazmidler Amresco-Cyclo-Prep miniprep plasmid
DNA saflastirma kiti kullanilarak izole edildi. Bu kit sayesinde 1ml E.coli’den 2-15ug
plazmid DNA’s1 (Aze/Az80>1,8) elde edildi. Saflastirma isleminde iiretici firma
tarafindan verilen yontem izlendi. Plazmid DNA’lar1 100 ul’lik 1x TE (pH:7.4) ¢ozeltisi
icinde -70°C de sakland.

3. 5. Plazmidlerin S. cerevisiae’ya Transformasyonu

Plazmidlerin . cerevisiae hiicrelerine transformasyonunda daha Once
tamimlandig1 sekilde lityum asetat polyetilen glikol yontemi kullanildi (Ito ve ark.
1983). Transformasyon igin Once S. cerevisiae suslart 10 ml YPAD ortaminda
logaritmik asamaya kadar iiretildi (Rose ve ark. 1990). Daha sonra hiicreler santrifiijde
coktiirtiliip 10 ml steril saf su ile yikandi ve tekrar santrifuj ile 2000 g’de ¢oktiiriildii.
Sivi faz atilip ¢oken S. cerevisiae hiicreleri 3.5 ml taze hazirlanmis steril 0.1M lityum
asetat ¢Ozeltisi ile bir saat karistirmali etiivde 140 doniig/dakika hizda bekletildi. Bu siire
sonunda hiicrelerden 500 pl steril mikrofiij tliplerine alinarak tizerlerine 3-5 pg plazmid
DNA’s1 ve 1-2 pg denatiire edilmis herring sperm DNA’s1 ilave edilip 30 °C’de 30
dakika bekletildi. Daha sonra bu hiicrelerin iizerine 1ml %350’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 c¢oktiiriildii ve 1 ml steril su ile yikandi. Tekrar
coktiiriilen maya hiicreleri 150 pl steril saf suda ¢oziindii ve bu hiicre siispansiyonundan
75 wl almip urasil icermeyen sentetik tam minimal {ireme ortami (-Ura, SC + %2
glukoz) petrilerine ekim yapildi. Transformantlar yaklasik 3-4 giin sonra segilip yeni
petrilerde iretilerek P-galaktozidaz deneyi i¢in daha oOnce tanimlandigi sekilde

hazirlandi (Guarente 1983).

3. 6. p-Galaktosidaz Aktivitelerinin Olgiilmesi
Maya transformantlar1 énce 3’lii olarak Sml —ura SC %2 glukoz iceren iireme

ortaminda duragan faza kadar iiretildi (yaklasik 20-24 saat). Adenin mutantlar1 igin
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tireme ortamina %0.2 g Adenin ilave edildi. Daha sonra bu transformantlardan 50uL
almip 5 ml taze —Ura, SC + %2 glukoz lireme ortamina ekim yapilarak ayni sartlarda
logaritmik faza kadar (Agp: 1.0) liremeleri saglandi. Bu siire sonunda hiicrelerin
yogunlugu ODgg degerleri Olgiilerek belirlendi. Hiicreler santrifiij ile 2000 rpm’ de
coktiiriildi. Coktiiriilen hiicreler 1 ml steril saf su ile bir kez yikanip tekrar ¢oktiiriildii.
Bu hiicreler mikrofiij tiiplerinde ¢oktiiriildiikten sonra tizerlerindeki sivi kisim atildi ve
hiicre ¢okeltisinin iizerine 200uL Breaking Buffer eklendi (Ek-1). Hiicreler bu sekilde -
70 C”de donmaya birakildi.

B-Galaktozidaz aktivitelerinin Ol¢iilmesi i¢in dondurulan ve daha sonra oda
sicakliginda ¢dziilen hiicre siispansiyonlarina permeabilizasyon igin 20 ul saf kloroform
ve 20 ul 0.1%’lik SDS ilave edilerek 10-15 saniye vortekslendi. Permeabilize edilen
hiicre siispansiyonlarindan 20-40 pl’lik bir karigim alinarak toplam hacim 1ml olacak
sekilde B-galaktozidaz tampon ¢ozeltisi (Z-Buffer) i¢ine kondu. Daha sonra bu deney
cozeltisine 200 pl ONPG eklenerek 30 °C’de agik sar1 renk olusuncaya kadar
beklenerek gegen siire belirlendi. Bekleme siiresi sonunda reaksiyon 500 ul 1M sodyum
karbonat ilave edilerek durduruldu. Reaksiyon tiipleri 1000 g’de santrifj edildi, hiicreler
coktiiriildi. Cozelti absorbansi 420°’nm’de belirlendi. Deneylerde her sus i¢in 3
transformant kullanildi. Deneyler iiclii olarak yapildi ve en az iki kez tekrarlandi. Elde
edilen sonuglarda standart sapmanin %10’nun altinda oldugu bulundu. B-galaktozidaz
aktiviteleri Ek-2’de verilen yonteme gore hesaplandi ve Miller Unitesi (MU) olarak

verildi.
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4. SONUCLAR

4. 1. Non-histon Protein 6A/B’nin Ty2 Transkripsiyonuna Etkileri

Non-histon proteinleri 6A ve 6B S. cerevisiae’da kromatin olusumuna katilan
faktorler olup farkli genlerin transkripsiyonlarina olan etkileri daha dnce rapor edilmistir
(Moreira ve Holmberg 2000, Yu ve ark. 2000). Nhp6A/B proteinlerinin DNA’da
katlanmalara neden oldugu da daha 6nce belirlenmistir (Paull ve Johnson 1995).

S. cerevisiae’da kromatin olusumuna 6nemli etkileri oldugu bilinen Nhp6A/B’nin
Ty2-917 transkripsiyonuna etkisi olup olmadigr arastirildi. Ty2-917°nin  farkh
boliimlerini gen fiizyonu olarak igeren plazmidler islevsel Nhp6A/B proteinini igeren ve
bu faktor i¢in yaban tip sus olan YST150 ve nhp64/B mutant suslarma ayri ayri
transform edildi. Yaban tip ve mutant S. cerevisiae suslarindan yapilan Ty2-lacZ gen
fiizyonu transkriptlerinin seviyeleri karsilastirildiginda Nhp6A/B proteinlerinin Ty2-917
transkripsiyonu i¢in mutlaka gerekli olduklar1 goriildii. Ty2-917 elementinin UAS ve
enhancer bolgesini iceren Ty2-555-lacZ gen flizyonunun transkripsiyonunun nhp6A4/B
mutant susunda yaklasik 20 kat azaldig1 bulundu (Cizelge 4-1). Benzer sekilde Ty2-754
ve enhancer elementine bagli transkripsiyon miktarlarinda da sirasiyla 6 ve 30 kat
azalma oldugu belirlendi. Elde edilen bu sonuglar Ty2-917 transkripsiyonunun kromatin
faktorleri olan Nhp6A/B’ye bagli oldugunu gosterdi.

Kontrol gen fiizyonu olarak kullanilan Cycl-lacZ gen fiizyonunun
transkripsiyonunda da nhp6A4/B mutant susunda yaban tip sus ile kiyaslandiginda
yaklagitk 6 kat’lik bir azalma oldugu gorildi (Cizelge 4-1). CYCI geni
transkripsiyonunun Nhp6A/B’ye bagimli oldugu ve nhp6A4/B mutant suslarinda 9-20
kadar azaldig1 daha 6nce de rapor edilmistir (Moreira ve Holmberg 2000). CYCI’e ek
olarak S. cerevisiae SUC2 geni de ikinci bir kontrol gen fiizyonu olarak kullanildi.
Suc2-lacZ gen fiizyonundan yapilan bazal seviyedeki transkripsiyonun Nhp6A/B

faktorlerinden etkilenmedigi goriildii.
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Cizelge 4. 1. Nhp6A/B’nin Ty2 transkripsiyonuna etkileri.

B-Galaktozidaz Aktiviteleri (MU)
Gen Fiizyonlari YST150 (Yaban Tip) YST151 (Anhp6A/B)
Ty2-555-lacZ 185 9
Ty2-754-lacZ 20 3
Ty2 Enhancer-lacZ 94 3
Suc2-lacZ 1 2
Cycl-lacZ 30 5

4. 2. Histon Deasetilaz Kompleksinin Ty2 Transkripsiyonuna Etkileri

Birinci tip histon deasetilaz kompleksinin (HDAC-1) 6nemli bir alt birimi olan
Rpd3p niikleozomlardaki histonlarin deasetillenmesine neden olur. Bunun sonucu
olarak da niikleozomlarin  kromatinde kalmalarin1 saglayip bazi genlerde
transkripsiyonun baskilanmasina neden olur. Ty2-917 transkripsiyonunun niikleozom
deasetilasyonuna bagli olarak baskilanip baskilanmadigini arastirmak i¢in yaban tip ve
rpd3 mutanti maya suslarinda Ty2-lacZ gen fiizyonlarindan yapilan transkripsiyon
seviyeleri belirlendi (Cizelge 4-2). Elde edilen sonuglar Ty2-lacZ gen flizyonu
transkripsiyonunun Rpd3p tarafindan yapilan histon deasetilasyonuna bagli olmadigini
gosterdi. Ty2-555, Ty2-754 ve enhancer elementine bagli transkripsiyonlarin hem
yaban tip ve hem de rpd3 mutant suslarinda yaklasik olarak ayni miktarlarda yapildigini
gosterdi (Cizelge 4-2).

Ty2-917 transkripsiyonuna ikinci tip histon deasetilazlarin (HDAC-II) etkileri de
arastirildi. Bunun icin Ty2-lacZ gen flizyonlarini iceren 2uM-URA3 plazmidleri hdal
mutant susuna transform edildi. Adal mutant susunda da rpd3 mutant1 ile elde edilen
sonuclara benzer sonuglar elde edildi (Cizelge 4-2). Ty2-lacZ gen filizyonu
transkripsiyonlarinin yaban tip ve Adal mutant suslarinda yaklasik olarak ayni seviyede

olduklar1 belirlendi (Cizelge 4-2). Elde edilen bu sonuglar Ty2-917 transkripsiyonunun
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Cizelge 4. 2. Rpd3p ve Hdalp’nin Ty2 transkripsiyonuna etkileri

B-Galaktozidaz Aktiviteleri

Gen Fiizyonlar: YST124 YST161 YST162

(Yaban Tip) (Arpd3) (Ahdal)
Ty2-555-lacZ 530 467 589
Ty2-754-lacZ 40 49 48
Ty2 Enhancer-lacZ | 230 203 171
Suc2-lacZ 3 4 6
Cycl-lacZ 39 57 58

HDAC-1 veya HDAC-II islevine bagli olarak olusan histon deasetillenmesi ve buna
bagli olarak olusan kromatin olusumuna bagli olmadigin1 gosterdi.

Kontrol gen flizyonu olarak kullanilan Cycl-lacZ gen fiizyonu
transkripsiyonunda rpd3 ve hdal mutantlarinda olusan artts CYCl geni
transkripsiyonunun histon deasetilaz aktivitesi ile kontrol edildigini gosterdi (Cizelge 4-
2). Bununla birlikte kontrol gen flizyonu olarak kullanilan Suc2-lacZ gen flizyonu bazal

transkripsiyonunun HDAC1 ve HDAC-II komplekslerine bagli olmadigini da bulundu.

4. 3. Mediatorlerin Ty2 Transkripsiyonuna Etkileri

S. cerevisiae’da transkripsiyon aktivatdrlerinin bazal promotora etki edebilmesi
icin mediator kompleksi kullanilir. Mediatér kompleksinin ¢ok fazla sayida alt birimi
olup her bir alt birim farkli transkripsiyon faktorleri ve farkli genlere gore
transkripsiyonun aktivasyonu veya baskilanmasi i¢in gereklidir (Guglielmi ve ark.
2004). Bu arastirmada da mediatér kompleksinin iki farkli alt biriminin (Stb10p ve
Med2p) Ty2 transkripsiyonuna etkileri arastirildi (Cizelge 4. 3). srbI0 mutant1 S.
cerevisiae susunda Ty2-555 ve ozellikle Ty2-754 gen filizyonlarindan yapilan

transkripsiyonda onemli miktarda artig oldugu bulundu. Ty2 enhancer elementine bagl
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olarak heterolog promotordan yapilan transkripsiyonda ise onemli bir degisiklik

gozlenmedi.

Cizelge 4. 3. Med2p ve Srb10’nin’ Ty2 transkripsiyonuna etkileri.

B-Galaktozidaz Aktiviteleri

Gen Fiizyonlar: YST124 YST163 YST165

(Yaban Tip) (Asrb10) (Amed2)
Ty2-555-lacZ 530 791 182
Ty2-754-lacZ 40 115 62
Ty2 Enhancer-lacZ | 230 227 85
Suc2-lacZ 3 1 7
Cycl-lacZ 39 44 61

S. cerevisiae mediatdr kompleksinde yer alan Srb10p’nin Ty2 transkripsiyonuna
negatif yonde etki ettigi bulundu (Cizelge 4. 3). SrblOp’nin bazi transkripsiyon
aktivatorlerine negatif yonde etki ettigi daha dnce de gosterilmistir (Chi ve ark. 2001).

Mediatér kompleksinde yer alan diger bir alt birim olan Med2p’nin de Ty2
transkripsiyonunun aktivasyonu i¢in gerekli oldugu bulundu. med2 mutanti S. cerevisiae
susu olan YST165°de Ty2-555-1acZ gen fiizyonu transkripsiyonunda yaklasik 3 kat’lik
bir azalma olmas1 Med2p’nin Ty2-555-lacZ gen fiizyonundan aktivasyon icin gerekli
oldugunu gostermektedir (Cizelge 4. 3). Benzer sekilde enhancer elementi tarafindan
aktive edilen transkripsiyonda da med2 mutantinda 2.7 kat azalma oldugu bulundu.
Fakat Ty2-754-lacZ gen fiizyonu transkripsiyonunda ise med2 mutanti maya susunda
yaklasik %50°lik bir artis oldugu goriildii. Bu sonu¢ daha once rapor edildigi gibi
promotor yapisinda olan degisikliklerin mediatorlerin  etki mekanizmasin1 da

degistirebilecegini gostermektedir (Balciunas ve ark. 1999).
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Cycl-lacZ gen flizyonu transkripsiyonunun Srb10p’ye bagli olmadigir bulundu.
Cycl-lacZ gen fiizyonu transkripsiyonunun yaban tip ve srb/0 mutant1 S. cerevisiae
susunda yaklasik olarak ayni miktarlarda yapildigi bulundu (Cizelge 4. 3). Fakat Cycl-
lacZ gen fiizyonu transkripsiyonunda med?2 mutantinda yaklasik %50 kadar artis oldugu
goriildii. Bu sonu¢ da Cycl-LacZ transkripsiyonu i¢in Med2p’nin gerekli oldugunu
gostermektedir. Suc2-lacZ gen fiizyonu transkripsiyonunun da hem s7b10 hem de med?2

mutant suslarinda yaklagik ayn1 miktarda yapildig: gosterildi (Cizelge 4. 3).

4.4. Nhp10’un Ty2 Transkripsiyonuna Etkileri

S. cerevisae’da bulunan bir diger kromatin faktorii olan Non-histone protein 10’un
da (Nhp10p) Ty2-917 transkripsiyonuna etkileri arastirildi. Ty2-lacZ gen fiizyonlarinin
transkripsiyonlarinda nhpl0 mutanti S. cerevisiae susunda herhangi bir degisiklik
olmadig1 goriildi (Cizelge 4. 4). Kontrol gen flizyonu olarak arastirmamizda kullanilan
Cycl-lacZ ve Suc2-lacZ gen filizyonlarinin transkripsiyonlarinda da mutant susda

herhangi bir degisiklige rastlanmadi.

Cizelge 4. 4. S. cerevisiae Nhp10p’nin Ty2 transkripsiyonuna etkileri.

B-Galaktozidaz Aktiviteleri
Gen Fiizyonlar YST124 (Yaban Tip)  YST166 (Anhp10)
Ty2-555-lacZ 530 483
Ty2-754-lacZ 40 38
Ty2 Enhancer-lacZ 230 208
Suc2-lacZ 3 1
Cycl-lacZ 39 43
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4.5. Iswi2’nin Ty2 Transkripsiyonuna Etkileri

Iswi gurubu kromatin faktorleri ATP’ye bagl olarak kromatin yapisini degistirip
hedef genlerin transkripsiyonlarinin kontrol edilmesini saglayan faktdrlerden birisidir.
Iswi2p’nin Ty2-917 transkripsiyonunun aktivasyonu i¢in gerekli oldugu bulundu
(Cizelge 4. 5). Ty2-555-lacZ gen fiizyonu transkripsiyonunun iswi2 mutantinda yaklasik
2 kat azalmasi Iswi2p’nin Ty2 transkripsiyonu aktivasyonu i¢in gerekli oldugunu
gosterdi. Ty2 enhancer elementine bagli olarak yapilan transkripsiyonda da 2 kat azalma
olmas1 Iswi2p’nin Ty2 enhancer elementine bagli transkripsiyon faktorleri i¢in gerekli

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4. 5. S. cerevisiae Iswi2p’nin’nin Ty2 transkripsiyonuna etkileri

B-Galaktozidaz Aktiviteleri
Gen Fiizyonlar YST124 (Yaban Tip) YST164 (Aiswi2)
Ty2-555-lacZ 530 257
Ty2-754-lacZ 40 34
Ty2 Enhancer-lacZ 230 104
Suc2-lacZ 3 3
Cycl-lacZ 39 51

Ty2-754-lacZ gen fiizyonundan yapilan transkripsiyon bu gen flizyonunda yer
alan negatif diizenleyici bolge nedeniyle Ty2-555-lacZ’ye gore yaklasik 13 kat daha az
miktarda yapilmaktadir. Buna ragmen Ty2-754-lacZ gen fiizyonu transkripsiyonunda da
bir miktar azalma olmas1 Iswi2p’nin Ty2 —917 transkripsiyonunun aktivasyonu i¢in
gerekli oldugunu gostermektedir (Cizelge 4. 5).

Kontrol gen fiizyonu Cycl-lacZ transkripsiyonunda artis gézlenmesi Iswi2p’nin
Cycl transkripsiyonunun baskilanmasinda gerekli oldugunu gosterdi. Suc2-lacZ gen
fiizyonu bazal transkripsiyonunda ise yaban tip ve iswi2 mutant suglar1 arasinda 6nemli

bir farklilik gdzlenmedi (Cizelge 4. 5).
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4.6. SAGA Kompleksinin Ty2’de Transkripsiyona Etkileri

SAGA kompleksinin de S. cerevisiae’da histonlar1 asetilleyip kromatin yapisini
lokal olarak degistirdigi bilinmektedir. SAGA kompleksinin DNA bdlgelerine taginmasi
DNA'’ya baglanan aktivator veya represdr proteinler araciligi ile olmaktadir. SAGA
kompleksinin Tyl transkripsiyonunu veya delta elementine bagli olarak yapilan
transkripsiyonun aktivasyonu i¢in gerekli oldugu daha once gosterilmistir (Dudley ve
ark. 1999b). Bu arastirmada ise SAGA kompleksinin Ty2-917 transkripsiyonun etkileri
arastirildi.

SAGA kompleksinin histon asetil transferaz aktivitesine bagli olarak hedef
genlerin promotorlarinda gerceklesen yapisal degisikligin Ty2 transkripsiyonu i¢in de
gerekli oldugu bulundu (Cizelge 4. 6). Ty2-lacZ gen flizyonlarinin transkripsiyonlarinda
spt7 mutant1 S. cerevisiae susunda yaban tip’de yapilan transkripsiyon miktarma gore

Oonemli miktarda azalmalar oldugu bulundu (Cizelge 4. 6).

Cizelge 4. 6. SAGA kompleksinin Ty2 transkripsiyonuna etkileri

B-Galaktozidaz Aktiviteleri
Gen Fiizyonlar: YST124 (Yaban Tip) YST167 (Aspt7)
Ty2-555-lacZ 530 63
Ty2-754-lacZ 40 22
Ty2 Enhancer-lacZ 230 44
Suc2-lacZ 3 5
Cycl-lacZ 39 35
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Ty2-555-lacZ gen flizyonunda sp¢7 mutant susunda yapilan transkripsiyonda 8.4
kat azalma oldugu bulundu. Benzer sekilde, Enhancer elementine bagli olarak heterolog
gen promotorundan yapilan transkripsiyonda da yaklasik 5 katlik bir diisiis oldugu
gozlendi. Ty2-754-lacZ gen flizyonu transkripsiyonunda da 1.8 katlik bir azalmanin
olmas1 fonkisyonel SAGA kompleksinin Ty2-917 transkripsiyonunun aktivasyonu i¢in
gerekli oldugunu gostermektedir.

Kontrol gen flizyonlar1 olarak kulanilan Cycl-lacZ ve Suc2-lacZ genlerinin bazal

transkripsiyon seviyelerinin spt7 mutasyonundan etkilenmedigi gosterildi.
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5- TARTISMA

Eukaryotik genlerde transkripsiyonun baslatilabilmesi i¢in genlerin promotor
bolgelerinin acik DNA bdlgeleri seklinde olmasi gerekmektedir. Kromatin yapisini
olusturan faktorler S. cerevisiae’da da ¢ok ayrintili olarak belirlenmistir. Bunlar
niikleozomlar ve non-histon proteinlerdir (Berstein ve ark. 2002, Lu ve ark. 1996).
Kromatin yapisi olduk¢a dinamik bir yap1 olup ¢esitli faktorlerce acilmakta veya agik
kromatin bolgeleri de siki paketlenmis kromatine doniistiiriilmektedir (Shidlovskii ve
Nabirochkina 2005).

Eukaryotlarda transkripsiyonun isleyis prensibine iligkin bir ¢ok arastirma S.
cerevisiae’de  yapilmaktadir. S. cerevisiae’'nin  kolay ve hizli {retilmesi,
transfromasyonunun ve mutant izolasyonunun kolay olmasi bu organizmanin ideal bir
model sistem olmasii saglamaktadir. S. cerevisiae’nin haploid ve diploid hiicre
tiplerinin bulunmasi da genlerin homozigot veya heterozigot olarak bulunduklarindaki
etkilerinin arastirilmasini, dominantlik ve resesiflik etkilesimlerinin kolay ve hizh
calisilmasini saglamaktadir.

Arastirmada kullanilan Ty2-917 §. cerevisiae’da daha Once belirlenmis bir
retrotranspozondur (Cameron ve ark. 1979). Ty2-917 eukaryotik retroviriislere benzer
Ozellikleri olan ve S. cerevisiae’da mRNA aracilig1 ile ¢ogalan bir hareketli elementtir
(Boeke ve ark. 1985). Retrotranspozon Ty2-917’nin retroviriisler gibi hastalik yapma
ozelligi yoktur. Fakat S. cerevisiae genomunda integre oldugu bolgelerde mutasyonlara
neden olabilir. Genlerin transkripsiyonlarinin kontrolsiiz yapilmasina veya delesyonlara
da neden olabilir. Ty elementleri de model sistem olarak kullanilip eukaryotik
retroviriislerde genlerin yapisal Ozellikleri ve isleyis prensiplerinin anlagilmasi
saglanmigtir (Farabaugh 1995).

Bu arastirmada da retrotranspozon Ty2-917 model sistem olarak kullanilarak
retrotranspozonlarda transkripsiyonun kontroluna cesitli kromatin faktorlerinin etkileri
arastirilmistir. Ty2-917 retrotranspozonunun promotor yapisi daha énceki ¢alismalarda
ayrintili olarak belirlenmistir (Farabaugh ve ark. 1993, Tiirkel ve Farabaugh 1993). Bu
arastirmalardan elde edilen sonuglar Ty2-917 promotorunun ¢ok kompakt bir yapida
oldugu ve ¢ok sayida transkripsiyon diizenleme bolgesi i¢erdigini gostermis. Ayrica, bu
calismalarin sonucu olarak Ty2-917°de transkripsiyonun diizenlenmesini saglayan

biitiin kontrol elementlerinin ilk 754 bp’lik bolgede oldugu bulunmustur (Farabaugh ve
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ark. 1989). Bu nedenle arastirmalarimizda da Ty2-917 nin promotor bolgesi ile birlikte
kontrol bolgelerini de igeren ilk 754 bp’lik bolgesi kullanilmigtir. Ty2-555 olarak
gosterilen gen flizyonunda ise Ty2-917 transkripsiyonunun baskilanmasini saglayan
negatif diizenleyici bolge bulunmadigindan bu gen flizyonundan yapilan transkripsiyon
cok daha fazla miktardadir. Ty2-lacZ gen filizyonlarinin klonlandiklar1 2uM
plazmidlerinin segici tireme ortamlarinda kopya sayilirinin sabit olarak ve stabil sekilde
transfrom edildikleri S. cerevisiae hiicrelerinde bulunduklar1 da bilinmektedir
(Farabaugh ve ark. 1989)

Ty elementleri kendi transkripsiyonlar1 i¢in herhangi bir diizenleyici faktor
kodlamazlar. Transkripsiyonlar1 ve bu transkripsiyonun kontrolu tiimiiyle konak olarak
bulunduklar1 S. cerevisiae tarafindan kodlanan transkripsiyon faktorlerince
yapilmaktadir. Ty2-917 transkripsiyonunu aktive eden faktoriin transkripsiyon faktorii
Gerlp kompleksi oldugu bulunmustur (Tiirkel ve ark. 1997, Tiirkel 2002).

Ty2-917 transkripsiyonunu kontrol eden diizenleyici bolgeler promotorun 5° ve 3’
tarafinda bulunur. Kontrol elementlerinin bu sekilde yerlesmesi de diizenleyici
faktorlerin bazal transkripsiyon faktorleri ve RNA polimeraz II ile etkilesebilmeleri i¢in
Ty2-917 promotor bolgesinde kromatin yapisinda yogun degisiklikler ve hatta
katlanmalar olmasini gerektirmektedir. Bundan dolay1 bu tez arastirmasinda farkli
kromatin faktorlerinin Ty2-917 transkripsiyonuna etkileri arastirilmistir. Ty2-917’nin
farkli boliimleri de gen fiizyonu olarak kullanilarak, kromatin faktdrlerinin Ty2-917’de
etki ettikleri kisim bulunmaya ¢alisilmistir.

Non-histon proteinleri Nhp6A ve Nhp6B’nin S. cerevisiae’da bir ¢ok genin
transkripsiyonuna etki ettigi bilinmektedir (Moreira ve Holmberg 2000). Bu faktorlerin
DNA’da katlanmalara neden oldugu da daha bulunmustur (Paull ve Johnson 1995). Bu
tez arastirmasinda elde edilen sonuglar da Nhp6A/B’nin Ty2 transkripsiyonu ig¢in
mutlaka gerekli oldugunu gostermektedir. Ty2-lacZ gen fiizyonlarinin yaban tip ve
nhp6A4/B mutant suslarindaki transkript miktarlar1 kiyaslandiginda mutant susta 6nemli
miktarda azalma oldugu goriilmektedir. Bu sonu¢ Ty2-917 promotor bdlgesinin biiytlik
Olciide Nhp6A/B tarafindan organize edildigini de gostermektedir. Nhp6A/B
bulunmadiginda Ty2-917 transkripsiyonunu aktive eden faktorlerin, 6rnegin Gerlp
kompleksinin, Ty2’ye baglanamadigi veya bazal transkripsiyon faktorleri ile

etkilesemedigi One siirtilebilir.
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Histon deasetilazlarin Ty2-917 transkripsiyonuna 6nemli bir etkisi olmadigi
arastirma sonuclarindan goriilmektedir. Buna benzer olarak NhplOp’nin de Ty2-917
transkripsiyonuna herhangi bir etkisi belirlenememistir. Bu sonuglar histon
deastilasyonunun Ty2-917 transkripsiyonuna etki etmedigini gostermektedir.

Retrotranspozon  Ty2-917’nin  baglica  transkripsiyon aktivatérii ~ Gerlp
kompleksidir. Gerlp”in Ty2-917’°nin transkripsiyonu aktive eden kontrol elementleri
tizerinde bir ¢ok bolgeye spesifik olarak baglandigi gosterilmistir (Tiirkel ve ark 1997,
Tiirkel 2002). med2 mutant1 S. cerevisiae susunda Ty2-555 transkripsiyonunun énemli
Ol¢iide azalmast Gerlp’nin Med2p araciligr ile transkripsiyonu aktive ettigini
gostermektedir. Fakat mediator kompleksinin diger bir alt birimi olan Srb10p’nin de
Ty2 transkripsiyonunun baskilanmasinda islevi oldugu bulunmustur.

S. cerevisiae’da kromatin yapisini degistiren faktorlerden ikisi SAGA kompleksi
ve Iswi gurubu faktorlerdir. Her iki gurubun da niikleozomlarin bulunduklar1 bélgeden
atilmalarini sagladigi bilinmektedir. Arastirma sonuglarimiz her iki faktoriin de Ty2-917
transkripsiyonu i¢in gerekli oldugunu ortaya koymaktadir. Hem spt7 ve hemde iswi
mutant susunda Ty2-555 ve enhancer elementine bagl olarak yapilan transkripsiyonda
2 — 8 kat azalma olmasi bu faktorlerin etki ettikleri bolgenin enhancer bolgesi oldugunu
da gostermektedir. Daha 6nce yapilan bir arastirmada SAGA kompleksinin Ty2-917’nin
de transkripsiyonu i¢in gerekli olan Gerlp ile etkilestigi gosterilmistir (Dudley ve ark.
1999b). Benzer etkilesimin SAGA kompleksi ile Ty2-917 transkripsiyonunu aktive
eden faktorler ile de oldugu 6ne siiriilebilir. Iswi ve 6zellikle SAGA kompleksinin Ty2
transkripsiyonu i¢in gerekli olmalar1 Ty2-917 transkripsiyonunun aktivasyonu igin

kromatin yapisinda degisiklik olmas1 gerektigini de gostermektedir.
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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 tireme 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 s1v1 besiyerine sterilizasyondan 6nce 15 gram/litre
agar agar eklendi ve daha sonra 121 C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. LB-
Ampisilin petrileri i¢in de sterilizasyondan sonra besiyeri sicakligi 45-50 C’ye
diistiikten sonra filtrede sterilize edilmis Ampisilin 100 mg/litre olacak sekilde lireme

ortamina 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 kaynag olarak ilave edilen glukoz, %20’lik stok ¢ozelti
olarak hazirlanip 121 C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. Kullanimdan hemen 6nce

tireme ortamina son konsantrasyonlar1 %2 olacak sekilde ilave edildi.

3: Sentetik tam —Ura iireme ortam (-Ura, SC)

6.7 gram YNB toplam 1 litre distile suda ¢oziildii, 121 C’de 25 dakika otoklavda
steril edildi. YNB kati besiyerini hazirlamak i¢in 20 gram/litre olacak sekilde ve
sterilizasyondan Once agar agar ilave edildi. Amino asit kaynagi olarak urasil igermeyen
amino asit karisimi (Sigma Y-1501) 1.92 gram litre olacak sekilde hazirlanip filtre ile

steril edilip YNB ortamina eklendi.
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Karbon kaynagi olarak steril glukoz, lireme ortamina son konsantrasyonu %2

olacak sekilde ilave edildi.

4- B-galaktozidaz 6l¢iim tamponu (Z-Buffer)
60 mM Na,HPO,. 7 H,0
40 mM NaH,PO,4. H,O
10 mM KCI
I mM MgSO,. 7H,0
50 mM B-Merkepto etanol.
Z- buffer yukarida verilen iyon konsantrasyonlarin1 saglayacak sekilde stok ilgili

kimyasallar kullanilarak 1 litre olarak hazirlandi. Deneyler siiresince +4 C de saklandi.

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

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 c¢ozeltileri
kullanilarak verilen konsantrasyonlari olusturacak sekilde hazirlandi. Deneyler

suresince +4 C de saklandi.

7- 1M Sodyum karbonat
106 gram Na;COs toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda ¢oziildii.

Deneyler siiresince oda sicakliginda saklandi.

8- 0.1 M Lityum asetat
Lityum asetat 0.2 M stok olarak hazirlandi. 121 C’de 25 dakika otoklavda steril

edildi. Kullanimdan 6nce 1xTE ile son konsantrasyon 0.1 M olacak sekilde seyreltildi.
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9- %50 Polietilen Glikol (PEG-4000).
50 gram Polietilen glikol (4000) toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile suda
eritildi. 121 C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.

10- 1x TE, pH:7.4
10 mM Tris.HCI, pH: 7.6
I mM EDTA, pH: 8.0.
Tris.HCl ve EDTA stok c¢ozeltilerden seyreltilip otoklavda steril edildi.
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EK 2: B-Galaktozidaz Aktivitesinin Hesaplanmasi
S. cerevisiae transformantlarindaki lacZ gen fiizyonlarindan yapilan f3-

galaktozidaz enzim aktiviteleri asagidaki esitlige gore hesap edildi.

Aktivite: (ODa4zx 1000)/(txVxODgg)
Bu esitlikte;
Aktivite: Miller Unitesi, MU.

OD»¢: B-galaktozidaz reaksiyonunda olusan sar1 rengin 420 nm’deki absorbansi

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

V: vh x Konsantrasyon faktorii

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

Konsantrasyon faktorii: 5 ml hiicre ¢oktiiriilip 0.2 ml break bufferda
¢oziildiiglinden konsantrasyon faktorii 25 olacaktir. Deneylerde kullanilan hiicre
hacmine gore degisebilir.

ODgoo: B-galaktozidaz dlglimiinde kullanilan 1 ml S. cerevisiae hiicrelerinin 600

nm’deki 6l¢iim degeri.
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