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OZET

Maya retrotranspozonu Ty2-917 viriislerin retroviridae gurubunda yer alir ve
maya hiicrelerinde retroviriislere benzer bir mekanizma ile c¢ogalir. Ty2-917 hem
aktivator ve hem de represor yerler iceren ¢ok kompleks bir transkripsiyon diizenleme
bolgesine sahiptir. Ty2 herhangi bir transkripsiyon faktorii kodlamaz ve bundan dolay1
da transkripsiyonunun diizenlenmesi tiimiiyle maya tarafindan kodlanan faktorlere
baghdir. Bu calismada glukoz sinyalinin maya retrotranspozonu Ty2-917’ye olan
etkileri arastirildi. S. cerevisiae hiicrelerinin glukoz veya sukroz igeren ortamda
tiretilmesi fazla miktarda Ty2 transkripsiyonuna yol acti. Buna karsin, maya
hiicrelerinin gliserol laktat veya etanol igeren ortamlarda iiretilmesi Ty2-917’nin
transkripsiyonunda fazla miktarda azalma ile sonuglandi. Bununla birlikte maya
hiicreleri fermentatif iireme ortamina aktarildiginda Ty2-917 transkripsiyonu 13 kat
aktive edildi. Buna ek olarak sonuclarimiz glukoz sinyalinin Gerlp araciligi ile
iletildigini gosterdi. Ayrica, cycline bagli protein kinaz olan Pho85 ile etkilesen cyclin
Pcl6’nin da Ty2 transkripsiyonunun glukozla aktivasyonu i¢in gerekli oldugu bulundu.
Bu arastirmanin sonuglari retroviriis benzeri element olan Ty2-917 transkripsiyonunun

maya hiicreleri i¢inde metabolik degisikliklere gore diizenlenebildigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Transkripsiyon, Glukoz Aktivasyonu, Ty elementleri, S.

cerevisiae, Retrotranspozon, Cyclin,
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ABSTRACT

The yeast retrotranspozon Ty2-917 belongs to retroviridae group and propagates
with a retroviral-like mechanism within yeast cells. Ty2-917 has a complex
transcriptional regulatory region which contains both activation and repression sites.
Ty2 does not encodes any transcription factors and hence its transcriptional regulation is
completely depends on the yeast encoded factors. In this study, the effects of glucose
signaling on the transcription in the yeast retrotransposon Ty2-917 were analyzed.
Growth of S. cerevisiae in glucose or sucrose medium led to a high level of Ty2
transcription. On the contrary, Growth of the yeast cells in glycerol lactate or in ethanol
medium resulted in a dramatic decrease in the transcription of Ty2-917. However, when
the yeast cells were transferred to a fermentable growth medium, Ty2-917 transcription
was activated by 13-fold. In addition, our results indicated that the glucose signaling is
exerted through Gerlp for the activation of Ty2 transcription. Moreover, it was also
found that the cyclin Pcl6, which interacts with cyclin dependent protein kinase
complex Pho85, is also required for the glucose activation of Ty2. The results of this
research demonstrated that the transcription of retroviral-like element Ty2-917 can be

regulated in response to metabolic changes within yeast cells.

Key Words: Transcription, Glucose activation, Ty elements, S. cerevisiae,

Retrotransposon, Cyclin.
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1- GIRIS.

Saccharomyces cerevisae genomunda 5 farkli gurup retroviriis benzeri element
belirlenmistir. Genel olarak bu elementler Ty (Transposon Yeast) olarak adlandirilirlar.
Ty elementleri eukaryotik retroviriislere 6nemli benzerlikler gosteren ve genom icinde
RNA araciligi ile yer degistirebilen elementlerdir. Bu elementlerden birisi olan Ty2-917
maya suslarina gore farklilik gostermekle birlikte genel olarak genomda az sayida (13
kopya) bulunur (Kim ve ark.1998). Ty2-917’nin S. cerevisiae hiicreleri arasinda
enfeksiyonla yayilmadigi varsayilmaktadir. Ty2-917 S. cerevisiae populasyonlarinda
eslesme ve sporulasyonla yayilir.

Ty2-917’nin niikleotid dizisi tlimiiyle bilinmektedir. Transkripsiyon kontrol
bolgeleri ile protein kodlayan bolgeleri de daha 6nceki calismalarda belirlenmistir (Liao
ve ark. 1989, Farabaugh ve ark. 1987, Farabaugh 1995, 1996). Ty2-917 genomundan
tek RNA kodlanir. Poliadenilasyondan sonra diger mRNA’lar gibi sitoplazmaya taginan
bu mRNA hem translasyonda kullanilir hem de genetik materyal olarak viriis benzeri
parcaciklarca (VLP) paketlenir (Boeke ve ark. 1985).

Ty2-917 mRNA’sindan kapsit proteinleri (GAG) ile RNA’dan DNA sentezi ve
genoma integrasyon i¢in gerekli olan proteinleri (POL) kodlanmaktadir. POL proteini
frameshift sonucu GAG-POL fiizyonu olarak transle edilir ve daha sonra proteolitik
olarak islevsel alt birimler olan revers transkriptaz, integraz ve RNAseH peptidlerine
ayrilir (Farabaugh 1995, 1996). Bu ozellikleri nedeniyle Ty2-917 eukaryotik
retroviriislere benzerlik gostermektedir.

S. cerevisiae’da glukozun karbon kaynagi olarak kullanilmasi bir¢ok metabolik
yolun aktivasyonuna veya baskilanmasina neden olur (Carlson 1999, Schneper ve ark.
2004). Ureme ortaminda glukoz bulunmasi hiicre membraninda bulunan reseptdrlerce
algilanarak glukoz sinyali hiicre i¢ine aktarilir. Bunun sonucu olarak da S. cerevisiae
transkriptomunda 6nemli degisiklikler olusur (Rolland ve ark. 2002, Schneper ve ark.
2004). Transkriptomdaki degisiklik de hiicre metabolizmasinda, hiicre dongiisiinde
degisikliklere neden olur. Sitoplazmada glukoz sinyali ile hedef proteinlerin
fosforlanmasini katalizleyen protein kinazlardan en onemlisi cAMP’ye bagl protein
Kinaz A’dir (PKA). Fakat glukoz sinyali ile sitoplazmda cAMP konsantrasyonundaki

artisgin ¢ok kisa siireli oldugu bulunmustur. Glukoz sinyalinin hiicre i¢inde hedef



proteinlere iletilmesini saglayan diger bir protein kinaz ise Pho85’dir. Pho85 bir ¢esit
cycline bagl protein kinaz (CDK) olup farkli metabolik sinyallere gore 10 farkli cyclin
(Pcl) ile etkileserek aktif hale gelebilir (Carroll ve O’Shea 2002).

S. cerevisiae’da global olarak transkriptom profilini degistirebilen metabolik
degisikliklerin Ty2-917°de de transkripsiyona etkilerinin olup olmadigini arastiriimasi
retroviriislere olan benzerligi nedeniyle dnem kazanmaktadir. Ty2-917 genomundan
herhangi bir transkripsiyon faktérii kodlanmaz ve bu nedenle de bu elementin
transkripsiyonu tamamen konak olarak bulundugu S. cerevisiae tarafindan kodlanan
transkripsiyon  faktorlerine  baglidir. Bu tez arastirmasinda Ty2-917’nin
transkripsiyonuna glukoz sinyal iletimin etkileri arastirildi. Normal ve mutant S.
cerevisiae suslari kullanilarak {ireme ortaminda bulunan farkli karbon kaynaklarinin
Ty2-lacZ gen fiizyonlarindan Ty2 promotoruna bagli olarak yapilan transkripsiyona
etkileri belirlendi. Glukoz sinyal iletim yolunda yer alan Pho85-Pcl6 kompleksi ve

transkripsiyon faktorii Gerlp’nin Ty2-917 transkripsiyonuna etkileri arastirildi.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2. 1. Ty Elementlerinin Genel Ozellikleri

Saccharomyces cerevisiae genomundaki bazi genlerin promotor veya yapisal
bolgelerinde insersiyon tipi mutasyonlar belirlenmistir. Bu mutant kromozom
bolgelerinin analizi ile de insersiyonlarin hareketli genetik elementler oldugu
bulunmustur. Ik ¢aligmalar sonucu bu hareketli genetik elementler Ty (Transpozon
yeast) olarak adlandirilmistir (Cameron ve ark. 1979, Farabaugh ve Fink. 1980). Daha
sonra yapilan ayrintili ¢aligmalar sonucu bu elementlerin DNA transpozonlarindan
farkl1 olarak genom icinde RNA aracilig1 ile bir kromozom bélgesinden baska bir
bolgeye veya baska bir kromozoma aktarildiklar1 bulunmustur (Boeke ve Sandmeyer
1991). Ty elementlerinin bu 06zellikleri nedeniyle daha ¢ok retroviriislere benzer
ozellikleri oldugu belirlenmistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda ise Ty
retrotranspozonlarinin ~ sitoplazmada  virlis benzeri  partikiiller  olusturduklar
bulunmustur (Garfinkel ve ark. 1985). Ozellikle Tyl transkripsiyonu promoturu GAL1
promotoru ile degistirilerek ¢ok fazla aktive edildiginde sitoplazmada bu viriis benzeri
yapilarin sayilarinin ¢ok arttigir bulunmustur (Garfinkel ve ark. 1985). Retroviriislerden
farkl1 olarak Ty elementleri envelop proteini (ENV) kodlamazlar. Bu nedenle
retrovirlislerden farkli olarak hiicrelerarasi enfeksiyona neden olmazlar (Wickner 1989,
Ciriacy 1995, Roth 2000) (Sekil 2.1).

S. cerevisiae genomunum tiimiiyle bilinmesi Ty elementlerinin genom iginde
dagiliminin da daha iyi analiz edilmesini saglamistir. Yapilan genom analizinde S.
cerevisiae’da 5 farkli tipte Ty elementi (Tyl-Ty5) oldugu bulunmustur (Kim ve ark.
1998). Bu elementlerin ortak 6zellikleri 5° ve 3’ uglarinda uzun direkt tekrarli bolgeler
(Long Terminal Repeats, LTR) olmasidir (Sekil 2.2). Ty elementlerinin DNA
uzunluklar1 da farkhidir. Tyl, Ty2 ve Ty4 elementleri yapisal ve genom
organizasyonlar1 olarak birbirine benzerlik gosterirler ve yaklasik olarak 6 kilobaz cifti
(Kbg) uzunlugundadirlar. Tyl ve Ty2 arasindaki homoloji %95°dir (Kim ve ark. 1998).
Bu elementlerin LTR bdlgelerinin uzunluklar1 da 330 baz cifti (b¢) kadardir. Tyl en
fazla transkribe edilen maya retrotranspozonudur. Yapilan bir c¢aligmada S.
cerevisiae’daki toplam RNA miktarinin yaklasik %30 Ty mRNA’sindan olugmaktadir
(Elder ve ark. 1983). Ty4 elementinden transkribe edilen mRNA’larin ¢ogunun tam



olmadig1 da (truncated transkript) belirlenmistir (Hug ve Feldman 1996). Ty elementleri
tam Ty elementi olarak S. cerevisiae genomunda bulunmakla birlikte ayni veya farkl
Ty elementleri arasindaki rekombinasyonlar sonucu sadece LTR bolgelerinden (solo
LTR’s) olusan kisa pargalar olarak da S. cerevisiae genomunda bulunmaktadirlar
(Roeder ve ark. 1980, Scherer ve Davis 1980, Sutton ve Liebman 1992).
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Sekil 2. 1. Retrotranspozonlarin hayat dongiisti.

Ty elementlerinin viriislere olan benzerlikleri de tekrar degerlendirilmistir. Genom
dizilerindeki benzerlik nedeniyle Tyl, Ty2 ve Ty4 elementleri Retrovirales Ordo’sunun
Pseudoviridae Familyasinin Pseudoviriis Genusu i¢inde siiflandirilmistir (Capy 2005).

Ty3 retrotranspozonunun genom organizasyonu Tyl gurubundan oldukg¢a farklidir.



Genom biiyiikliigii yaklasik 3 Kbg¢ kadardir ve POL bdélgesindeki protein dizilisi de Tyl
gurubuna gore farklilik gosterir (Sekil 2.2). Bu nedenle Ty3 retrotranspozonu ayni
Retrovirales Ordo’sunun Metaviridae Familyasinin Metaviriis Genusu i¢inde yer
almaktadir (Capy 2005). S. cerevisiae genomunda tam Ty ve LTR dizisi olarak toplam
331 adet Ty elementleri ile ilgili DNA dizisi belirlenmistir. Ty elementleriyle ilgili bu
DNA’larin toplam uzunlugunun da S. cerevisiae genomunun yaklasik %3.1 olusturdugu
hesap edilmistir (Kim ve ark. 1998).

Ty retrotranspozonlarinin transkripsiyonlart RNA polimeraz II tarafindan yapilir
ve tek ¢esit mRNA transkribe edilir. (Jerome ve Jaechning 1986, Nonet ve ark. 1987).
Transkripsiyon 5’LTR’daki promotor tarafindan baslatilir ve 3 LTR’da sonlanir (Sekil
2. 2). Ty mRNAlarinin translasyonu sonucu ilk olarak TYA veya TYA-TYB filizyonu
seklinde iki polipeptid olusur. TYA daha kisa bir protein olup proteolitik kesimler
sonucu Ty Viriis Benzeri Partikiillerin (Ty-VLP) kapsid kismin1 olusturan proteinlerdir.
Bu 0zelligi nedeniyle TYA retroviriislerdeki GAG polipeptidine benzer. TYB
polipeptidi translasyon sirasinda ribozomal frameshift sonucu TYA-TYB fiizyonu
olarak transle edilir (Clare ve Farabaugh 1985, Farabaugh 1995, 1996). Daha sonra
proteolitik kesimler sonucu da proteaz, revers transkriptaz, RNaz-H ve integraz
proteinlerini  olusturur. Bu 06zelligi nedeniyle de TYA-TYB fiizyon proteini
retrovirlislerdeki GAG-POL protein flizyonuna benzerlik gosterir (Farabaugh 1995,
1996).

S. cerevisiae’da Ty elementleri sitoplazmada okaryotik retroviriislerde oldugu gibi
virlis pargaciklart olustururlar. Bu Ty-VLP’da iki adet Ty mRNA’s1 bulunur. Bunun
disinda revers transkripsiyonda primer olarak kullanilmak tizere bir tRNA molekiilii de
Ty-viriis benzeri partikiil i¢ginde bulunur. VLP’de mRNA’nin revers transkripsiyonunda
primer olarak kullanilan tRNA’nin tiirii retrovirilis tiiriine gore degisir. Ty2-VLP’de
primer olarak kullanilan tRNA normal olarak S. cerevisiae’da translasyon sirasinda
metionin tagtyan tRNAmet’dir (Voytas ve Boeke 1993, Roth 2000).

Ty retrotranspozonlart S. cerevisiae’nin arastirtlan biitiin suslarinda bulunmustur.
Dogada Ty elementi igermeyen S. cerevisiae suslari ¢ok az sayidadir ve Ty’siz S.
cerevisiae suslarina ¢ok c¢ok nadir olarak rastlanir (Garfinkel ve ark. 2003). Ty

elementleri hiicreler arasi1 enfeksiyonla yayilamaz. Buna ragmen S. cerevisiae



hiicrelerinin siklikla haploid ve diploid agsamalara girmeleri Ty retrotranspozonlarinin da
S. cerevisiae populasyonlarinda yayilmasina neden olur.

Ty elementlerinde normal olarak transpozisyon frekansi 10-10~/jenerasyondur.
Bu yerdegistirme en iyi olasilikla onbin ile yiizbin hiicreden birinde her bdliinmede bir
yerdegistirme demektir (Boeke ve ark. 1985). Transpozisyon frekansi bazi mutajenik

etmenlerce aktive edilebilir (Staleva ve Venkov 2001).

POL1
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delta delta
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omega omega

Sekil. 2. 2. S. cerevisiae retrotranspozonlar1 ve genel yapilari.

2. 1. 1. Model Sistem Olarak Retrotranspozonlar
S. cerevisiae model Okaryotik organizma olarak Ozellikle metabolizmanin
analizinde ve farkli metabolik yollarin genetik kontrolunda yaygin olarak

kullanilmaktadir. Mikro-array teknolojisinin gelismesiyle bir¢ok sinyal iletim yolunun



gen ifadesine nasil etki ettigi belirlenmistir (Barbara ve ark. 2007, Lopez ve Baker
2000). S. cerevisiae kisa hayat dongiisii, haploid veya diploid olarak bulunabilmesi,
transformasyonunun kolay olmasi, lireme ortaminin ucuz ve basit olmasi, patojenik
veya toksik bir etkisinin olmamasi, endiistriyel bir mikroorganizma olmasi1 gibi
nedenlerden dolay1 okaryotik molekiiler genetik ¢alismalari i¢in uzun siiredir iyi bir
model sistem olarak kullanilmaktadir (Boone ve ark. 2007, Zee ve ark. 2006, Witt ve
Flower 2006, Sanz 2007). S. cerevisiae’nin bu avantajlar1 ve Ty retrotranspozonlarinin
retrovirlislere benzerlikleri nedeniyle bu elementlerin gen yapilari, gen ifadesi,
genomdaki dagilimlart ve genomda olusturduklart mutasyon tipleri gibi olaylarin
molekiiler prensipleri S. cerevisiae’da yaygin olarak arastirilmaktadir.

Retroviriislerde  mRNA’dan c¢DNA sentezi ve cDNA’nin genoma tekrar
integrasyonu icin gerekli olan enzimler reverse transkriptaz, integraz, ve RNAse H
retroviral mRNA’nin POL olarak adlandirilan bolgesinden frameshift ile sentezlenir
(Jacks ve ark. 1988). Translasyon sirasinda olugan frameshiftin molekiiler mekanizmasi
Ty elementlerinde yapilan calismalarla ayrintili olarak agiklanabilmistir. Yapilan
delesyon analizleriyle Tyl elementinin TYA (GAG) ve TYB (POL) kodlama
bolgelerinin ¢akistigr bolgede stop kodon oldugu ve TYB sentezi i¢in kodonlarin +1
okuma c¢ergevesinde oldugu goriilmiistiir (Clare ve Farabaugh 1985). Daha sonra
yapilan arastirmalarda TYB’nin TYA ile flizyon proteini olarak sentez edildigi
bulunmustur. Bunun i¢in de TYA-TYB cakisan bdlgesinde translasyon yapan
ribozomun +1 yonde 1 niikleotit kayarak +1 g¢ercevesinde translasyona devam eder
(Belcourt ve Farabaugh 1990). Ribozomun okuma cercevesini degistirmesinin nedeni
ise bu bolgedeki Arg kodonunun tantyan tRNA’nin S. cerevisiae genomunda tek kopya
olarak bulunmasi ve sitoplazmadaki miktarinin da ¢ok az olmasidir. Arginin kodonunu
okumakta olan ribozom bu tRNA’nin ribozoma baglanmasindaki gecikme sirasinda +1
niikleotit kayarak translasyona devam eder (Belcourt ve Farabaugh 1990, Farabaugh
1996).

Retroviriislerin ~ hiicre i¢inde ¢ogalmalarim1  Onlemek ic¢in  frameshiftin
durdurulmasi gerektigi one siiriilmiis ve anti-retroviral bilesiklerin arastirilmasinda da
model sistem olarak maya retrotranspozonlar1 kullanilmistir. Bunun i¢in HIV-Ty gen
flizyonlar1 yapilarak antiretroviral maddelerin etkileri Nissley ve ark. (1996, 1998)

tarafindan analiz edilmistir. Ayrica bazi antibiyotiklerin S. cerevisiae viriislerindeki



frameshifte etkileri arastirilmistir. Bu calismalardan elde edilen sonuglar anisomycin
benzeri antibiyotik olan preussin’nin frameshift bolgesinde kodonda —1 yonde 1
niikleotid kayma seklinde olan frameshift’i durdurabildigini gostermistir (Dinman ve
ark. 1998).

Retroviriislerin konak hiicrelerde genoma integrasyonlarinin nasil yapildigi ve
integrasyonun rastgele olup olmadig1 da Ty elementleri kullanilarak arastirilmistir. Ty
elementlerinin integrasyonun ¢ogunlukla genomda genlerin kodlama bolgeleri disinda
kalan bolgelerde oldugu bulunmustur (Eibel ve Philippsen 1984, Ji ve ark. 1993). Ty3
retrotranspozonlarinin en sik goriildiigi bolgeler tRNA genlerinin promotor bolgeleridir
(Chalker ve ark. 1992, Devine ve Boeke 1996). Bu rastgele olmayan integrasyonun
molekiiler nedenleri arastirilmis ve heterokromatin yapisinda bulunan Sir4 proteini ile
integrazin etkilesimi nedeni ile oldugu goriilmiistiir (Zhu ve ark. 2003). Bu sonuglar Ty
elementlerinin genomda integrasyonlarinin rastgele olmadigi ve S. cerevisiae
genomunda belirli bolgelere daha yogun integrasyon oldugunu gostermektedir. Ty
retrotranspozonlarinin genom evolusyonuna etkileri de arastirilmis ve bu elementlerin S.
cerevisiae’da kromozom yapilarinda ve sayilarinda degisimlere neden oldugu

goriilmiistiir (Garfinkel 2005).

2. 1. 2. Ty2 Elementlerinin Genetik Yapisi

Ty2 elementleri S. cerevisiae genomunda 13 kopya olarak bulunur (Kim ve ark.
1998). i1k kez HIS4 geni promotor bdlgesinde insersiyon elementi olarak bulunmus ve
niikleotid dizisi belirlenmistir (Fink ve ark. 1981., Winston ve ark. 1984). S. cerevisiae
genomu analizi sonucu Ty2 elementine ¢ok fazla derecede homoloji gosteren Tyl/Ty2
hibrid elementlerinin oldugu da goriilmektedir. Arastirmalarimizda model sistem olarak
kullanilan Ty2-917 retrotranspzonunun molekiiler yapisi daha onceki g¢aligmalarda
belirlenmistir. Toplam uzunlugu 5.9 Kbg olup LTR elementlerinin uzunluklar1 da 330-
335 bg kadardir (Sekil 2. 3). Transkripsiyon 5> LTR i¢inden 240. niikleotidten baslayip
3’ LTR’1n 285 b¢ kisminda sonlanir ve sonugta 5.2 baz uzunlugunda polyadenillenmis
mRNA olusur (Farabaugh ve Fink 1980, Roeder ve ark. 1980).

Ty2-917°nin transkripsiyonunu kontrol eden diizenleyici bolgeler 5° LTR
bolgesinde yer alir. Bu diizenleyici bolgeler upstream activating sequence (UAS),

TATA kutusu, enhancer elementi ve negatif diizenleyici bolgedir (Liao ve ark. 1987.,



Farabaugh ve ark. 1989). TATA kutusu transkripsiyonun baslama bolgesinden 74 bg
uzaklikta olup 167-173 bg bolgeleri arasinda bulunur. UAS ise enhancer elementi ile
birlikte Ty2 transkripsiyonunun maksimal seviyede yapilmasi i¢in gereklidir ve 95-131
b¢ arasindaki bolgede yer alir. Enhancer elementi kismen transkribe edilen bdlgenin
icinde yer alir ve 240-555 bg arasinda yer alir (Sekil 2. 3). UAS ve enhancer elementi
transkripsiyona pozitif yonde etki ederler ve heterolog promotorlarin 5’ yonlerine
klonlandiklarinda klasik eukaryotik aktivator dizileri gibi transkripsiyonu aktive ederler

(Farabaugh ve ark. 1989., Farabaugh ve ark. 1993).

TAz917 TYB2.917

L

: UAS Enhancer DRSI DRSII DRSIII

754

 —

TATA DA Sl

Sekil 2. 3. Ty2-917’de transkripsiyon kontrol bolgeleri.

UAS ve enhancer bdlgelerinin molekiiler analizleri yapilarak bu bdlgelere
baglanan transkripsiyon faktorleri de belirlenmistir. Yapilan aragtirmalarda bu bolgelere
baglanan transkripsiyon faktorlerinden birinin Gerlp (Glycolysis regulatory protein 1)
oldugu belirlenmistir (Tiirkel ve ark. 1997). Gerlp glikolitik enzimlerin transkripsiyonu
icin gerekli olan bir transkripsiyon faktoriidiir (Baker 1986). Gcerlp birgok genin
promotor bdlgesine Ger2p olarak bilinen bir bagka transkripsiyon faktorii ile dimer
olusturarak baglanir (Uemura ve Jigami 1992). Ger2p’nin Ty2 transkripsiyonuna
etkileri de incelenmistir ve Gerlp kadar olmamakla birlikte Ger2p’nin de Ty2-917
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transkripsiyonunun maksimum seviyede yapilabilmesi i¢in gerekli oldugu goriilmiistiir
(Tiirkel 2002).

Ty2-917°de transkripsiyonun kontrol bélgelerinin promotorun 5° ve 3’ yoniinde
yerlesmesi etkin bir transkripsiyon baslama kompleksinin olusmasimi fiziki olarak
giiclestirmektedir. Bu tiir promotor yapilarinda diizenleyici elementlerin etkilesebilmesi
icin DNA boélgelerinin katlanarak birbirine yakinlastig1 bilinmektedir (Paull ve Johnson,
1995). DNA’da katlanmalara neden olan faktorler, niikleozomlar ve diger kromatin
faktorleridir (Shidlovskii ve Nabirochkina 2005).

Ty2-917 transkripsiyonuna kromatin modifiye edici faktorlerin etkileri de
aragtirilmistir (Yenice 2005, Tiirkel ve Yenice 2006). Bu konuda yapilan arastirmalar
Ty2 transkripsiyonunun tam olarak yapilabilmesi i¢in kromatin faktorleri non-histon
protein 6A ve 6B (Nhp6A/B), Isw2p ve Spt7p’nin gerekli oldugu bulunmustur (Yenice
2005, Tirkel ve Yenice 2006). Nhp6A/B’nin DNA’da katlanmalara neden oldugu
bilinmektedir (Paull ve Johnson 1995). Isw2p’nin de ATP’ye bagl olarak kromatin
katlanmalarina neden olabilen bir faktor oldugu bilinmektedir (Corona ve Tamkun
2004). Spt7p ise kromatin organizasyonunu degistiren SAGA kompleksinin bir alt
birimidir (Dudley ve ark. 1999).

2. 2. S. cerevisiae’da Glukozun Metabolik Etkileri

S. cerevisiae birgcok monosakkarit ve disakkarit’i karbon kaynagi olarak
kullanmakla birlikte glukoz ve fruktoz bu organizma tarafindan tercih edilen baslica
karbon kaynaklaridir (Carlson 1999, Gancedo 1998). Ozellikle glukozun iireme
ortaminda karbon kaynagi olarak bulunmasi bir¢ok metabolik olay1 etkilemektedir. Bu
metabolik olaylardan genetik ve biyokimyasal olarak en iyi analiz edilenler ise glukoz
baskilamasi ve glukoz aktivasyonudur. Gliserol ve laktat gibi non-fermentatif karbon
kaynagi iceren ortamlarda tretilmekte olan S. cerevisiae kiiltiirlerine glukoz ilave
edilmesi sonucu S. cerevisiae genomundaki genlerin %30’unda transkripsiyon
seviyelerinin degistigi bulunmustur (Schneper ve ark. 2004). Ureme ortaminda yiiksek
oranlarda (%2) glukoz bulunmasi bircok genin transkripsiyonunu baskilar (Carlson
1999). Ortamdaki yiiksek glukoz nedeniyle transkripsiyonlar1 baskilanan genlerin ¢ogu

alternatif karbon kaynaklarmin kullanimi i¢in gerekli olan genler ile bazi mitokondrial

genlerdir. Buna en iyi 6rnek sukrozun hidrolizi i¢in invertaz enzimini kodlayan SUC2
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geninin yliksek glukoz sinyali ile bazi repressor proteinlerce baskilanmasidir (Carlson
ve Botstein 1982). Yiiksek glukoz sinyali ile SUC2 ve diger hedef genleri baskilayan
represor protein Miglp kompleksidir (Treitel ve Carlson 1995). Miglp’nin hiicre
icindeki yeri de glukoz miktarina goére diizenlenir. Ortamda yiliksek glukoz
bulundugunda Miglp sitoplazmadan niikleusa gegerek hedef genlerin promotorlarina
baglanip baskilanmaya neden olur. Promotara baglanan Miglp Ssn6p ve Tuplp olarak
bilinen iki farkli faktor ile de etkilesir. Ortamda glukoz tiiketildiginde ise Miglp
niikleustan tekrar sitoplazmaya tasinir (DeVit ve ark. 1999). Bu sekilde hedef genler
tizerindeki baskilanma da sonlanmis olur. Bu olaya genel olarak derepression
denilmektedir.

Glukoz sinyali ile ribozomal protein genlerinin transkripsiyonlar1 da aktive
edilmektedir. Bu sekilde glukoz sinyali ile protein sentezi miktar1 ve buna bagl olarak
da hiicre dongiisii kontrol edilmektedir (Santangelo 2006). Glukoz sinyali ile glikolitik
genlerin transkripsiyonlarinda da hizli bir artis olmaktadir (Boles ve ark. 1997). Ayrica
S. cerevisiae hiicrelerinin disiik glukozdan yiiksek oranda glukoz igeren ortama
aktarilmasi sonucu hiicrelere glukoz girisi de artig gosterir. Glukoz aktivasyonu olarak
bilinen bu kontrol mekanizmasinin bir tiir transkripsiyon faktorii olan ve hedef genlerin
promotor bolgelerindeki aktivatér dizisine baglanan Gerlp tarafindan saglandigi
gosterilmistir (Rolland ve ark. 2002., Santangelo 2006).

Gerlp bir tir fosfoprotein olup hedef genlerin promotorlarindaki CTTCC
dizisine (CT-Box) baglanmaktadir (Baker 1991). Gerlp aym1 zamanda Ger2p olarak
bilinen transkripsiyon faktorii ile de etkileserek heterodimer olusturabilir (Uemura ve
Jigami 1992). Gerlp kompleksi glikolitik genlerin ve bazi hekzos transport (HXT2 ve
HXT4) genleri promotor bdlgelerine spesifik olarak baglanip bu genlerin
transkripsiyonlarin1 aktive eder (Baker 1991, Tiirkel ve Bisson 1999). Gerl geni
delesyon ile yok edilmis olan S. cerevisiae hiicrelerinde glikolitik enzim seviyeleri
normal, yaban tip susun ancak %1-3’1 kadardir (Baker 1986). Bu nedenle gcrl mutanti
S. cerevisiae hiicrelerinin glukoz igeren lireme ortamindaki ikilenme siireleri ¢ok

uzundur (Lopez ve Baker 2000).
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2.2.1.S. cerevisiae’da Glukoz Sinyalinin Algilanmasi

S. cerevisiae’da glukoz sinyalinin algilanmasi ve membrandan hiicre igine
iletilmesinde birden ¢ok reseptor veya glukoz sensorii kullanilmaktadir (Schneper ve
ark. 2004, Roland ve ark. 2002). Glukoz algilama sistemlerinden hangisinin
kullanilacagi hem glukoz konsantrasyonuna hem de hiicrenin fizyolojik durumuna
baglhdir. Hiicre zarinda glukoz algilamasinda yer alan sensor proteinler Gprlp, Snf3p ve
Rgt2p’dir (Sekil 2.4). Bu sensor proteinler farkli glukoz konsantrayonlarinin
algilanmasinda yer alir (Santangelo 2006). Snf3p ve Rgt2p sensorlerinin yapilarinda
glukoz baglanma bolgeleri bulunmaktadir. Snf3p diisiik glukoz konsantrasyonunun
algilanmasinda kullanilirken Rgt2p yiiksek glukoz konsantrasyonlarinin algilanmasi i¢in
kullanilan sensorlerdir (Rolland ve ark. 2002). Bu hiicre zarmma bagh glukoz
sensorlerinden bagka hiicre i¢i glukozun algilanmasinda yer alan faktorler de vardir.
Bunlar Hxk2p ve Ras proteinleridir. Glukozun hiicre i¢ine alinmasiyla Ras adenylat
cyclase enzimini aktive ederek hizli bir sekilde kisa bir siire i¢in sitoplazmik cAMP
miktarinin artigina neden olur. Bu artis da inaktif durumundaki protein kinaz A’nin aktif
duruma gecmesi ile sonuglanir. Aktif protein kinaz A ise sitoplazmada hedef proteinleri
fosforile ederek etkisini gosterir (Santangelo 2006).

Snf3p ve Rgt2p sensorleri ise glukoz sinyal iletiminde farkli sitoplazmik protein
komplekslerini kullanirlar. Bu sitoplazmik proteinler Mthlp ve Rgtlp’dir. Diisiik
glukoz varliginda Snf3p Mthlp’e etki ederek Grrlp’i aktive eder. Aktif Grrlp de
Rgtlp’i inaktive ederek glukoz tasiyicilart olan HXT1-HXT4’iin transkripsiyonlari
yapilamaz. Yiiksek glukoz da ise Rgt2p Mthlp ve Grrlp araciligi ile Rgtlp’i aktive
ederek HXT1-HXT4 genlerinin transkripsiyonlarin1 saglar (Roland ve ark. 2002). Yeni
elde edilen arastirma sonuglarina goére PKA sinyal iletim yolu da Rgtlp aracilig: ile de
etkisini gosterebilmektedir (Sekil 2. 4). (Kim ve Johnston 2006). Bu sekilde, glukoz
sinyal iletiminin hiicre i¢ine aktarilmasi ve sitoplazmadaki enzim ve transkripsiyon
faktorlerine iletilmesi ¢ok kompleks bir yapida olup bir¢ok protein-protein etkilesimi

sonucu ger¢geklesmektedir.
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Sekil 2. 4. S. cerevisiae’de glukoz sinyalinin algilanmasi ve iletilmesi.

S. cerevisiae’da glukozun hiicre igine alinmasi kolaylastirilmis diffiizyon
mekanizmasiyla olup, ¢ok sayida glukoz tastyici (Hexose transporters, Hxt) tarafindan
yapilmaktadir. S. cerevisiae’da 17 farkli HXT geni (HXT1-HXT17) belirlenmistir (Boles
ve Hollenberg 1997). HXT genleri arasinda homoloji ¢ok yiiksek olmasina ragmen bu
genlerin ifadeleri ¢ok farklidir. Bir boliimii iireme ortaminda glukoz konsantrasyonu
yiiksek oldugunda ifade edilir (HXT1, HXT3). Bu HXT genleri diisiik afiniteli HXT
genleri olarak da bilinmektedir. Bazt HXT genleri de (HXT4, HXT6, HXT7) diisiik
glukoz konsantrasyonalarinda islevseldir. Bu tiir transporterlara da yiiksek afiniteli HXT

genleri veya Hxt proteinleri denilmektedir (Boles ve Hollenberg 1997).

2. 2. 2. Pho85’in Glukoz Sinyali Iletimindeki Onemi

Pho85 S. cerevisiae’da cycline bagl protein kinazlardan (CDK) biri olup hiicrede
10 farkli cyclin’den biri ile etkileserek bir¢ok metabolik olaymn kontroliinde yer
almaktadir (Toh-e ve ark. 1988, Carrol ve O’Shea 2002). Pho85’in etkilestigi Cyclinler
Pcl (Pho85 Cyclin) olarak adlandirilir. Pho85’in Pcl6 veya Pcl7 ile etkilesiminin karbon
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hidrat kullanimini etkiledigi bilinmektedir (Wang ve ark. 2001). Pho85-Pcl8 veya Pcl10
ile etkilesimi ise glikojen metabolizmasimin kontrolu ic¢in gereklidir (Huang ve Ark
1996). Pho85-Pcl kompleksleri ¢ok farkli substratlara etki ederler (Wilson ve ark. 1999,
Carrol ve O’Shea 2002). Pho85-Pcl kompleksinin etki ettigi faktorlerden birisinin de
Gerlp oldugu gosterilmistir (Lenburg ve O’Shea 2001). Boylece hiicre dongiisiine
paralel olarak glukoz kullanimin Gerl araciligi ile kontrol edilebilecegi de One
stirilmektedir (Lenburg ve O’Shea 2001). Gerlp’nin Cyclinlere etki ederek hiicre

dongiisiinii kontrol ettigini gosteren diger ¢aligmalar da vardir (Willis ve ark. 2003).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3. 1. Arastirmada Kullanilan S. cerevisiae Suslari

Bu arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslaridan YST124 ve YST193 Frankfurt
Universitesi'nden saglandi. Bu iki S. cerevisiae susu standart yaban tip sus olarak
kullanilan S288C’den mutajenize edilerek elde edilmistir (Brachmann ve ark. 1998).
YST124 ve YST193 suslar1 Apclé mutasyonu hari¢ izogenik suslardir. Arastirmada
kullanilan diger S. cerevisiae suslart olan YST102 ve YST103 de konjenik maya
suslaridir. YST102 susu GCR1" genotipindedir. YST103 susu ise gcrl mutant susudur
(Scott ve ark. 1990). Arastirmada kullanilan maya suslarinin genotipleri her bir sus i¢in

Cizelge 1°de verildi.

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

Maya Susu Genotipi ve ilgili mutasyon

YST 124 MATa his341;leu2.40;Met1540;ura340 (PCL6").

YST 193 MATa his341;leu240;Met1540;ura340, YER059w::KanM X4
(Apcl6 mutant).

YST 102 | MATa ura3-52, his34, trp1-289, leu2-3,112 (GCR1™).

YST 103 MATa ura3-52, his34, trp1-289, leu2-3,112, Agcrl::HIS3.
(Agcrl mutantt).
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3.2.S. cerevisiae Suslarimin Transformasyon I¢in Uretilmesi

Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslar1 ilgili stok merkezlerinden zengin
ortam olarak kullanilan kat1 YPD (%] yeast extract, %2 peptone, %2 agar, 2% glikoz)
tireme ortami igeren petrilerde saglandi (Rose ve ark. 1990) (Ek 1). Bu S. cerevisiae
stoklarindan YPD petrilerine ekim yapilarak 30 °C’de iiretilip stoklar olusturuldu.
Deneylerimiz boyunca taze S. cerevisiae Kkiiltiirlerinin hazirlanmasinda YPD
petrilerinde iiretilen bu stoklar kullanildi. Maya stoklar1 petrilerde + 4 °C’de saklandi.
Ayrica uzun siireli depolama amaciyla taze besi yerlerinde iiretilen S. cerevisiae
suslarindan steril kiirdan ile alinan maya Ornekleri 1 ml’lik %20 steril gliserol i¢inde
resuspense edilerek —70 °C’de saklandi. Arastirmada kullanilan ¢6zeltilerin icerikleri ve

hazirlanmasi ek-1de verildi.

3. 3. Arastirmada Kullamilan Plazmidler

Bu arastirmada Ty2-917 retrotranspozonunun ilk 555 bg¢ veya ilk 754 bg
uzunlugundaki promotor bolgesini i¢eren S. cerevisiae vektorleri kullanildi. Ty2-lacZ,
ve Suc2-lacZ gen fiizyonlarin1 iceren bu plazmidler daha Onceki arastirmalarda
hazirlanmistir (Farabaugh ve ark. 1989, Sarokin ve Carlson 1985). Plazmidler E. coli’de
replikasyon icin ColE replikasyon orijini ve segilebilir marker olarak da ampicillin
direng¢ geni olan B-laktamaz igermektedirler. Ayrica, S. cerevisia’da replikasyon ve
mitotik stabilite i¢in 2p plazmidinin bir boliimiinii ve segilebilir marker gen olarak
URAS3 genini igcermektedirler.

Ty2-555-lacZ ve Ty2-754-lacZ plazmitlerinin genel yapilart sekil 3. 1°de
verilmektedir. Ty2-917 retrotranspozonunun transkripsiyonunun kontrolu i¢in gerekli
olan promotor elementlerinin ilk 754 b¢ uzunlugundaki bélgede yer aldigi daha once
gosterilmistir (Farabaugh ve ark. 1989). Ty2-555-lacZ flizyonunda Ty2-917’nin UAS
bolgesi ve enhancer bolgesi yer alirken Ty2-754’de bu bolgelere ek olarak represor
bolgeler de yer almaktadir (Farabaugh ve ark. 1989., Liao ve ark. 1987). Suc2-lacZ gen
flizyonunu igeren plazmit ise arastirmalarimizda kontrol plazmiti olarak kullanildi. S.
cerevisiae’da invertaz enzimini (E.C.3.2.1.26) kodlayan SUC2 geninin transkripsiyonu
glukoz baskilamasi ve baskinin kaldirilmas: ile kontrol edilmektedir. Bu plazmit’te

SUC2 geninin promotor bdlgesi yer almakta olup, transkripsiyonu glukoz



17

konsantrasyonuna gore aktive edilmekte veya baskilanabilmektedir (Sarokin ve Carlson

1985).

Ty2::lacZ N
5' Delta Sacl
Epsilon region LacZ ; i
Xhol 555/754

240

Sekil 3. 1. Ty2-lacZ gen fiizyonunu iceren plazmidin yapisi

Bu plazmitlerin S. cerevisiae hiicrelerinde kopya sayilarinin sabit oldugu ve
hiicreden hiicreye ¢ok degismedigi daha onceki arastirmalarda gosterilmistir. Ayrica, S.

cerevisiae transformantlarinda Olgiillen P-Galaktozidaz aktivitelerinin Ty2-lacZ gen
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flizyonlarinin mRNA seviyeleri ile de orantili oldugu bilinmektedir (Farabaugh ve ark.

1989, 1993, Tiirkel ve Farabaugh 1993).

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

Arastirmada kullanilan Ty2-lacZ ve Suc2-lacZ gen filizyonlarii igeren
plazmitler daha Once hazirlanan stoklardan E. coli DH5a susuna transformasyon ile
aktarilarak ¢ogaltildi. E. coli’ye transformasyon i¢in dnce bakteri hiicreleri —80 C’deki
stoktan almip LB petrilerinde 37 °C’de iiretildi (Ek-1). Petride aktif olarak iiredikleri
goriilen bu E. coli susu 10 ml LB (%1 Bacto- tripton, %0.5 yeast extract, %1 NaCl ) sivi
ortamda bir gece iiretildi. Daha sonra bu sivi1 kiiltiirdeki E. coli susundan 100 pl alinip
10 ml LB ortaminda 37 C’de logaritmik faza kadar 37 °C’de iiretildi (Ek-1). Kompetent
E. coli hiicreleri MgCl,/CaCl, yontemi kullanilarak daha once agiklandig: sekilde elde
edildi ve taze olarak transformasyonda kullanildi (Ausubel ve ark. 1987). E. coli’ye
transformasyon da rutin olarak izlenen yontem kullanildi. Transformant bakteriler LB-
ampicillin petrilerinde tiretildi (Ek 1).

E.coli’ye transform edilen Ty2-lacZ veya Suc2-lacZ plazmitleri Sigma-Prep
miniprep plazmit izolasyon kiti kullanilarak izole edildi. E. coli’den plazmit saflagtirma
isleminde {iretici firma tarafindan verilen yontem izlendi. Saflastirilan Ty2-lacZ ve
Suc2-lacZ plazmit DNA’lar1 100 pl’lik 1x TE (pH:7.4) ¢ozeltisi iginde -70°C de
sakland1 (Ek-1).

3. 5. Plazmitlerin S. cerevisiae’ya Transformasyonu

Ty2-lacZ ve Suc2-lacZ gen flizyonlarmi igeren URA3-2pum plazmitleri S.
cerevisiae hiicrelerine lityum asetat polyetilen glikol yontemi kullanilarak transform
edildi (Ito ve ark. 1983). Bunun igin once 4 °C’de bekletilen stok S. cerevisiae
suslarindan 10 ml’lik YPD ortamlarina steril kiirdan kullanilarak ekim yapildi ve
calkalamal1 inkiibatorde 130 devir/dakika hizda ve 30 °C’de bir gece (18 saat) iiretildi.
Bu siv1 kiiltiirdeki S. cerevisiae suslarindan 500 ml alinarak tekrar 10 ml’lik YPD
ortamina ekim yapildi ve ayni sartlarda logaritmik asamaya kadar tiretildi (Rose ve ark.
1990). Logaritmik fazdaki S. cerevisiae hiicreleri santrifiijde 3000 g’de 5 dakika
coktiiriildi. Coken S. cerevisiae hiicreleri 10 ml steril saf su ile yikandi ve tekrar

santrifiij ile 3000 g’de 5 dakika ¢oktiiriildii. Stvi faz atilip ¢oken S. cerevisiae hiicreleri
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taze hazirlanmig 3.5 ml steril 0.1M lityum asetat ¢ozeltisinde ¢oziildii ve 1 saat
siiresince c¢alkalamali etiivde 130 doniis/dakika hizda inkiibe edildi. Bu inkiibasyon
sliresi sonunda S. cerevisiae siispansiyonundan 400 pl steril mikrofiij tiiplerine alind1 ve
tizerlerine 3-5 pg plazmid DNA’s1 ile 1-2 pg denatiire edilmis herring sperm DNA’s1
ilave edildi. Bu plazmit S. cerevisiae karigimlar1 30 °C’de etiivde 30 dakika bekletildi.
Daha sonra bu hiicre plazmit karisimlarinin tizerine 800 pul %50’lik steril polyetilen
glikol (PEG-4000) ilave edildi ve bu kez 30 °C’deki etiivde 1 saat bekletildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda S. cerevisiae hiicreleri 1s1 soku icin 42 °C’deki su
banyosunda 5 dakika bekletildi ve daha sonra hiicreler mikrosantrifiijde 12000 g’de 1
dakika ¢Oktiiriildii. Coken S. cerevisiae hiicreleri 1 ml steril su ile yikandi. Tekrar ayni
hiz ve siirede ¢oktiiriilen maya hiicreleri bu kez 150 pl steril saf suda ¢6ziindii. Bu hiicre
siispansiyonundan 75 pl alinip urasil igermeyen sentetik tam minimal iireme ortamu (-
Ura, SC + %2 glukoz) petrilerine ekim yapildi ve 30 °C’deki etiive konuldu. Gerl
mutantlart (YST103) glukozda iireyemedikleri igin bu S. cerevisiae susunun iireme
ortaminda glukoz yerine %2 gliserol, %2 sodyum laktat (Gly/Lakt) kullanild1 (Scott ve
ark. 1990).

Transformantlar yaklasik 5 giin sonra petrilerde segilebilir koloniler olusturdu.
Gerl mutanti S. cerevisiae susu ise gliserol laktat ortamina ekildiginden bu maya
susunun transformantlar1 10. giinde secilebilir biiyiikliige ulasabildi. Transformant maya
kolonilerinden 8-10 adeti segilip yeni minimal petrilerde {iretilerek [-galaktozidaz

deneyi icin daha 6nce tanimlandig: sekilde hazirlandi (Guarente 1983).

3. 6. S. cerevisiae Transformantlarinin Uretilmesi

Ty2-lacZ veya Suc2-lacZ plazmitlerini igeren URA" S. cerevisiae transformantlari
once 2’li olarak 5ml —ura SC %2 glukoz veya gcrl mutanti i¢in %2 gliserol-laktat
iceren lireme ortaminda 30 C’de calkalamali etiivde 130 devir dakika hizda duragan
faza kadar tretildi (yaklasik 20-24 saat). Daha sonra bu duragan faz S. cerevisiae
kiiltiirlerinden 100ul alinip 5 ml’lik taze —Ura, SC + %2 glukoz lireme ortamina ekim
yapildi ve S. cerevisiae kiiltiirleri ayni sartlarda logaritmik faza kadar (Agpo: 1.0)
tiretildi. Bu tireme periyodu sonunda S. cerevisiae hiicreleri santrifiij ile 3000 g’de

¢oktiiriildii. Coktiiriilen S. cerevisiae kiiltiirleri 1 ml’lik steril saf su ile bir kez yikanip
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tekrar ¢oktiiriildii. Bu kez hiicre ¢okeltisinin iizerine 200 pl Breaking Buffer eklendi ve
hiicreler bu sekilde -70 °C’de donmaya birakildi (Ek 1).

Farkli karbon kaynaklarinin Ty2 transkripsiyonuna etkilerini arastirabilmek i¢in
ise S. cerevisiae transformantlari karbon kaynagi olarak %2 (w/v) sukroz, %2 (v/v)
gliserol — sodyum laktat veya %2 (v/v) etanol igeren —Ura, SC iireme ortaminlarina ayri
ayri ekildi. Bu kiiltiirler de yukarida agiklandigi sekilde once bir gece duragan faza
kadar tretilip daha sonra taze ortamlara ekilerek logaritmik faza kadar {iretildi.
Logaritmik faz hiicreleri ¢oktiiriilerek donduruldu ve daha sonra B-Galaktozidaz
aktiviteleri ol¢tldii.

Ty2 transkripsiyonuna glukoz sinyal iletim yolunun etkisini 6l¢ebilmek icin ise
Ty2-lacZ veya Suc2-lacZ plazmitleri ile transform edilmis S. cerevisiae hiicreleri dnce
%2 (v/v) gliserol-sodyum —Ura, Sc lireme ortaminda logaritmik faza kadar iiretilildi. Bu
asamada iireme ortamlarindan 5’er ml’lik 6rnekler alinarak son konsantrasyonlart %0.1
glukoz (disiik glukoz), %2 glukoz (yiiksek glukoz), %2 sukroz, veya 200mg/ml 2-
Deoksi-D-Glukoz (2-DOG) olacak sekilde farkli miktarlarda sekerler eklendi
(Neigeborn ve Carlson 1987). Transformantlar bu asamada 4 saat daha 30 °C’de ve
calkalamali etlivde iiretilerek, santrifujle ¢oktiiriildii ve yukarida agiklandigr sekilde B3-

Galaktozidaz aktivitelerinin belirlenmesi i¢in hazirlanarak donduruldu.

3.7. B-Galaktosidaz Aktivitelerinin Ol¢iilmesi

Dondurulan S. cerevisiae hiicleri B-Galaktozidaz aktivitelerinin Ol¢iimiinden
hemen Once oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. Bu ¢6ziinen hiicre siispansiyonlarina
permeabilizasyon i¢in 20 pl saf kloroform ve 20 pl 0.1%’lik SDS ilave edildi ve 10-15
saniye siireyle en hizli mod’ta vortekslendi. Permeabilize edilen S. cerevisiae
stispansiyonlarindan 20 pl’lik bir karigim alinarak 980 pl’lik B-galaktozidaz tampon
cozeltisi (Z-Buffer) i¢ine ilave edildi. Daha sonra bu deney c¢ozeltisinin optimum
sicakliga ulasabilmesi i¢in 30 C’de su banyosunda 2 dakika bekletildi ve bu siire
sonunda da permebilize edilmis hiicre karisimina 200 ul ONPG eklenerek 30 °C’de acik
sar1 renk olusuncaya kadar beklendi ve bunun i¢in gecen siire de kayit edildi. Bekleme
stiresi sonunda ONPG-B-Galaktozidaz reaksiyonlar1 500 pul 1M sodyum karbonat ilave
edilerek durduruldu. Reaksiyon tiipleri 1000 g’de santrifuj edildi, hiicreler ¢oktiiriildii.
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Cozeltilerin absorbanlar1 420°’nm’de Shimadzu Mini 1240 model spektrofotometrede
olgiildii.

Permeabilize edilen S. cerevisiae siispansiyonlarmin  toplam protein
konsantrasyonlar1 da Lowry metoduna gore daha once agiklandigi sekilde belirlendi
(Lowry ve ark. 1951). Bunun i¢in 6nce 10 ml’lik cam tiiplere 180 pl’lik steril distile su
konuldu. Permeabilize edilmis hiicre lizatlarindan 20 pl alinarak tiip i¢ine eklendi. Bu
karistma 1 ml Lowry C ¢ozeltisi eklenerek vortex ile kisa siire karigtirildi ve oda
sicakliginda 10 dakika beklendi (Ek 3). Bekleme siiresi sonunda karisima 1IN folin
(Sigma F 9252) fenol ¢ozeltisinden 100 pl eklenerek vorteks ile karistirildi ve oda
sicakliginda 30 dakika beklendi ve daha sonra da olusan mavi renkli protein
komplekslerinin OD7so nm’de absorbanslar1 belirlendi.

Deneylerde her transformant S. cerevisiae susu i¢in 2 farkli transformant
kullanild1. Deneyler iglii olarak yapildi ve en az iki kez tekrarlandi. Bu nedenle
sonuglar bolimiinde verilen ¢izelgelerdeki B-Galaktozidaz aktiviteleri 12 farkli deneyin
ortalamasint gostermektedir. Elde edilen sonuglarin ¢ogunda standart sapmanin
%10’nun altinda oldugu bulundu. B-galaktozidaz aktiviteleri Ek-2’de verilen yonteme
gore hesaplandr ve dakikada mg protein basina hidroliz edilen nanomole ONPG olarak

verildi.
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4. SONUCLAR

4. 1. Farkh Karbon kaynaklarimin Ty2 Transkripsiyonuna Etkileri

Transkripsiyon  faktorlerinin  aktiviteleri  lireme  ortami  kosullarindan
etkilenmektedir. Ty2 retrotranspozonu herhangi bir transkripsiyon faktorii kodlamaz ve
transkripsiyonu tiimiiyle S. cerevisiae genomundan kodlanan faktorlere baglidir. Bu
nedenle Oncelikle Ty2-917 retrotranspozonunda transkripsiyonun iireme ortamindaki
karbon kaynaklarina gore degisip degismedigi kontrol edildi. Ty2-917’nin farkl
promotor bdolgelerini iceren Ty2-555-lacZ ve Ty2-754-lacZ gen fiizyonu plazmitleri
yaban tip S. cerevisiae susuna (YST124) transform edildi. Transformantlar karbon
kaynag1 olarak glukoz, sukroz, gliserol-laktat veya etanol igeren farkli {ireme
ortamlarinda ayr1 ayr tiretildi ve gen fiizyonlarindan sentez edilen -galaktozidaz enzim
aktiviteleri belirlendi. Yiiksek glukoz (%2 w/v) iceren iireme ortaminda Ty2-555-lacZ
gen fiizyonundan 6nemli miktarda -galaktozidaz ifade edildigi (1438 iinite) bulundu.
Ty2-754-lacZ flizyonunda Ty2 elementinin negatif kontrol bdlgesi yer aldigindan
yaklasik 10 kat daha az (155 iinite) B-galaktozidaz sentezi yapildig: belirlendi (Cizelge
4. 1). Ty2-lacZ gen flizyonlarini1 igeren S. cerevisiae transformantlar1 karbon kaynagi
olarak sukroz igeren iireme ortaminda iiretildiklerinde ise Ty2’de daha diisiik seviyede
transkripsiyon  yapildign  gozlendi. Ozellikle Ty2-555-lacZ gen fiizyonunda
transkripsiyonun yaklasik %50 daha az yapildigi bulundu.

Ureme ortaminda fermente edilemeyen karbon kaynaklari olan gliserol-laktat
veya etanol bulundugunda ise Ty2 transkripsiyonunun ¢ok diisiik seviyede yapilabildigi
bulundu. Glukoz iceren Tlireme ortamindaki Ty2 transkripsiyon seviyeleri ile
kiyaslandiginda, gliserol-laktat iceren {ireme ortaminda {dretilen S. cerevisiae
hiicrelerindeki Ty2 elementlerinin transkripsiyonunda yaklasik 7 kat azalma oldugu
belirlendi (Cizelge 4. 1). Benzer sekilde, etanol i¢eren ortaminda iiretilen S. cerevisiae
transformantlarindaki Ty2 transkripsiyon miktarlarinda da oldukca diisiik seviyede
transkripsiyon yapilabildigi bulundu. Glukoz ortamima kiyaslandiginda Ty2-555
transkripsiyonunda 13, Ty2-754 transkripsiyonunda ise yaklasik 17 kat azalma oldugu
bulundu (Cizelge 4. 1).



23

Cizelge 4. 1. Farkli karbon kaynaklarinin Ty2-917°de transkripsiyona etkileri.

B-Galaktozidaz Aktiviteleri®"
Gene Glukoz Sukroz Gliserol/laktat Etanol
Flzyonlari (%2) (%2) (%2) (%2)
Ty2-555 1438 +115 737 £31 233 +15 109 +9
Ty2-754 155 £19 111 £11 22 +4 942
Suc2-lacZ 3+1 172 +6 839 +61 806 +23

“B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein bagina hidroliz edilen nanomole
ONPG olarak verilmistir.
b[3-Galaktozidaz aktiviteleri S. cerevisiae’nin YST124 transformantlarinda 6l¢tilmistiir.

Arastirmalarimizda kontrol olarak kullanilan Suc2-lacZ gen filizyonunundan
yapilan transkripsiyonun glukoz baskilamasi ile kontrol edildigi bilinmektedir (Carlson
ve Botsthein 1982). Bu nedenle glukoz igeren ortamda Suc2-lacZ transkripsiyonu ¢ok
az seviyededir (1-3 {inite). Ureme ortaminda glukoz yerine sukroz, gliserol laktat veya
etanol gibi karbon kaynaklar1 yer aldiginda ise Suc2 transkripsiyonunun beklendigi
sekilde aktive edildigi bulundu. Suc2-lacZ transkripsiyonunun arastirmada kullanilan S.
cerevisiae susunda (YST124) 3 iinite olan baskilanmis seviyeden 800 iiniteye kadar

artabildigi goriildii (cizelge 4. 1).

4. 2. Glukozun Ty2 Transkripsiyonuna Etkileri

Ty2 transkripsiyonunun fermente edilen karbon kaynaklar1 olan glukoz ve sukroz
iceren ortamlarda cok yiiksek, fermente edilmeyen karbon kaynagi igeren iireme
ortamlarinda ise ¢ok diisiik seviyede yapildigi bulundu. Bu arasgtirmadan sonra ise
glukoza bagli olan transkripsiyonda glukoz konsantrasyonunun énemli olup olmadigi
arastirildi. Bunun i¢in Ty2-lacZ transformantlar1 6nce %2 gliserol laktat igeren lireme
ortamlarinda logaritmik faz baglangicina kadar (ODggo: 1.0) kadar iiretildi ve bu

asamada hiicre kiiltiirlerinden 5’er ml ornekler alinarak bu {lireme ortamina diigiik
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miktarda (%0.1w/v) veya yiiksek miktarlarda (%2) glukoz eklendi. Glukoz eklenen
hiicreler 4 saat daha iiretildikten sonra ¢oktiiriilerek Ty2 gen fiizyonlarindan yapilan
transkripsiyonlar 6lgiildii. Ureme ortamina eklenen diisiik glukozun Ty2-555
transkripsiyonunda ¢ok 6nemli bir artisa neden olmadig1 fakat Ty2-754’de yaklasik 3
kat (22 tiniteden 63 iiniteye) artisa neden oldugu

Cizelge 4. 2. Ty2-917 transkripsiyona farkli glukoz konsantrasyonlarinin etkileri.

B-Galaktozidaz Aktiviteleri®"
Gen %2 Gly/lakt %?2 Gly/lakt’dan %2 Gly/lakt’dan
Fiizyonlari 0.1% Glukoz’a 2% Glukoz’a
Ty2-555 233 +15 361 +24 1387 £70
Ty2-754 22 +4 63 14 252 +18
Suc2-lacZ 839 +o61 4316 +422 298 £36

“B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein bagina hidroliz edilen nanomole
ONPG olarak verilmistir.
b[3-Galaktozidaz aktiviteleri S. cerevisiae’nin YST124 transformantlarinda 6l¢tilmistiir.

belirlendi (Cizelge 4. 2). Ureme ortamma yiiksek oranda glukoz eklenmesinin ise
Ty2’de ¢ok fazla transkripsiyon yapilmasina neden oldugu belirlendi. Gliserol laktat
ortaminda iretilen hiicrelerdeki Ty2 elementlerinden yapilan transkripsiyon seviyeleri
ile kiyaslandiginda, lireme ortamina %2 glukoz eklenmesi Ty2-555 transkripsiyonunda
6 kat, Ty2-754 transkripsiyonunda da 12 kat artisa neden oldu (Cizelge 4. 2).

Kontrol gen fiizyonu olan Suc2-lacZ transkripsiyonunda ise diisiik glukozun bu
genden yapilan transkripsiyonu ¢ok fazla aktive ettigi, yiiksek glukozun ise SUC2
transkripsiyonunu baskiladig1 daha onceki arastirmalarda belirlenmistir (Ozcan ve ark.
1997). Bundan dolay1 iireme ortamina diigsiik miktarda glukoz eklenmesinin Suc2-lacZ
gen fiizyonunda fazla miktarda aktivasyona neden oldugu, yiiksek glukozun ise Suc2-

lacZ transkripsiyonunu baskiladigi bulundu.
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4. 3. Ty2-917 Transkripsiyona Sukroz ve 2-DOG’un Etkileri

S. cerevisiae lireme ortamina glukoz eklenmesi glukozun konsantrasyonuna da
bagli olarak bir cok sinyal iletim yolunu aktive ederek farkli genlerden yapilan
transkripsiyonu baskilayabilir veya aktive eder (Schneper ve ark. 2004, Rolland ve ark.
2002). Glukoz’a bagli Ty2 transkripsiyonunun aktivasyonunda glukozun metabolize
edilmesinin gerekli olup olmadig: iireme ortamina sukroz veya 2-Deoksi-D-Glukoz (2-
DOG) ilave edilerek arastirildi. S. cerevisiae iireme ortaminda sukroz bulunmasi glukoz
baskilama sinyal iletim yolunu aktive etmez ve sukroz fermente edilen karbon kaynagi
olarak algilanip, farkli bir metabolik sinyal iletim yolunu aktive eder. 2-DOG ise hiicre
icine alinabilen, fakat fosforilasyondan sonraki asamalarda metabolize edilemeyen bir

glukoz tiirevidir (Neigeborn ve Calson 1987).

Cizelge 4. 3. Ty2-917 transkripsiyona sukroz ve 2-Deoksi-D-Glukoz’un etkileri.

B-Galaktozidaz Aktiviteleri®"
Gen %?2 Gliserol/laktat %2 Gly/lakt’dan %2 Gly/lakt’dan
Fﬁzyonlarl %2 Sukroz’a 2-DOG’a
Ty2-555 233 +15 998 +107 116 £3
Ty2-754 22 +4 198 £16 3142
Suc2-lacZ 839 +61 616 £36 782 £20

*B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basma hidroliz edilen nanomole
ONPG olarak verilmistir.
bB-Galaktozidaz aktiviteleri S. cerevisiae’nin YST124 transformantlarinda 6l¢tilmiistiir.

Bunun i¢in Ty2-lacZ veya Suc2-lacZ transformantlar1 dnce karbon kaynagi olarak
gliserol laktat iceren iireme ortaminda logaritmik faza kadar iiretildi. Bu asamada S.
cerevisiae kiiltirlerinden 5’er ml’lik ornekler alinarak ortama sukroz veya 2-DOG
eklenerek ayni kosullarda 4 saat daha iiremeleri saglandi. Ureme siireleri sonunda S.

cerevisiae hiicrelerinde Ty2-lacZ veya Suc2-lacZ genlerinden ifade edilen [-
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galaktozidaz aktiviteleri belirlendi. Ureme ortamina sukroz eklenmesi Gliserol laktat
ortaminda iiretilen Ty2 transformantlarinda Ty2-lacZ transkripsiyonunda oldukca fazla
bir artisa neden oldu. Ureme ortamma sukroz eklenmesiyle Ty2-555-lacZ gen
flizyonunda transkripsiyonun 233 {initeden 998 iiniteye arttigi goriildii (Cizelge 4.3).
Ureme ortamma %2 sukroz eklenmesinin Ty2-754-lacZ gen fiizyonundan yapilan
transkripsiyonda yaklasik 9 kat’lik bir artisa neden oldugu bulundu.

Ty2 transkripsiyonunda aktivasyon i¢in sadece glukoz sinyalinin yeterli olup
olmadig1 da gliserol laktat iceren ortamda iiretilen transformantlara 2-DOG ilave
edilerek test edildi. Logaritmik asamada bulunan S. cerevisiae transformantlarinin
iireme ortamlarina metabolize edilemeyen glukoz analogu olan 2-DOG’un eklenmesiyle
Ty2-lacZ gen flizyonlarindan yapilan transkripsiyonda onemli miktarda bir degisiklik
gozlenmedi (Cizelge 4. 3.). Arastirmalarimizda kontrol gen fiizyonu olarak kullanilan
Suc2-lacZ gen flizyonundan yapilan transkripsiyonda ise herhangi bir degisiklik

olmadig1 bulundu.

4. 4. Gerlp’nin Ty2’de Glukoz Aktivasyonuna Etkileri

Transkripsiyon faktorii Gerlp kompleksi’nin Ty2-917 retrotranspozonunda
baslica diizenleyici faktor oldugu daha onceki arastirmalarda belirlenmistir (Tiirkel ve
ark. 1997, Tiirkel 2002). Gerlp Ty2-917°nin promotorunda bir¢ok bolgeye baglanarak
Ty2-917 transkripsiyonunun aktivasyonunu saglar. Gerlp’nin hem glikolitik genlerin
transkripsiyon aktivatorii olmasi ve hem de Ty2-917°de transkripsiyonu kontrol eden
faktor olmasi nedeni ile Ty2-917°de transkripsiyonun glukoz sinyali aktivasyonunda
Gerlp’nin yer alip almadig test edildi. Bunun i¢in Ty2-lacZ gen fiizyonlar1 ve kontrol
plazmitleri olan Suc2-lacZ plazmitleri yaban tip ve Agcrl mutant hiicrelere transform
edildi. Agcrl mutantlari glukoz igeren ortamda tireyemedikleri i¢in transformantlar 6nce
gliserol laktat ortaminda logaritmik faza kadar iiretilerek bu fazda iireme ortamlarina
son konsantrasyonlar1 %2 olacak sekilde glukoz eklendi.

Agcrl mutantlarinda Ty?2 transkripsiyonunun daha 6nce de rapor edildigi sekilde
cok diisiik seviyede oldugu goriildii. Gliserol-laktat iceren ortamda iiretildiklerinde,
yaban tip susla kiyaslandiginda Agcrl mutanti susta Ty2-555-lacZ gen fiizyonundan 46-
kat daha az transkripsiyon yapildigi, Ty2-754-lacZ gen fiizyonunda ise 16 kat daha az

transkripsiyon yapildigi bulundu. Yaban tip transformantlarinin iireme ortamlarina son
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konsantrasyonu %2 (w/v) olacak sekilde glukoz eklendiginde hem Ty2-555-lacZ ve
hem de Ty2-754-lacZ gen fiizyonlarinda transkripsiyonun 3-4 kat aktive edildigi
bulundu (Cizelge 4. 4).

Cizelge 4. 4. Ty2-917’nin glukoz aktivasyonuna Gerlp’nin etkileri.

B-Galaktozidaz Aktiviteleri®

%2 Gliserol/Laktat %2 Gliserol/Laktat’dan
2% Glukoz’a
Gen Ager1® GCR1* Agerl GCR1'
Fiizyonlar1
Ty2-555 12 £2 550 +44 32 +7 2000 £180
Ty2-754 7 +1 110 £8 20 +3 340 £30
Suc2-lacZ 3600 +320 4700 £480 3550 +£380 900 +£70

*B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basma hidroliz edilen nanomole
ONPG olarak verilmistir.
®Agerl ve GCR1" sirasiyla S. cerevisiae’nin YST103 ve YST102 suslarmi gostermektedir.

Gerl mutant susunun tlireme ortamina %2 glukoz ilave edilmesinin de Ty2-555-
lacZ ve Ty2-754-lacZ gen flizyonlarinda 2.5-3 kat bir artis oldugu goriildi (Cizelge 4.
4). Fakat Ty2-555-lacZ gen fiizyonlarinin yaban tip ve gcrl mutanti hiicrelerde glukoz
ortaminda {iretildiklerinde transkripsiyon seviyeleri karsilastirildiginda ¢ok oOnemli
farklar oldugu goriildii. Ty2-555-lacZ gen flizyonundan gcrl mutanti susta lireme
ortamina glukoz ilave edilmesi sonucu 20 iinitelik bir [-galaktozidaz aktivitesi
oOl¢iilirken, ayn1 gen flizyonundan yaban tip sus’ta glukoz aktivasyonu sonucu 2000
tinitelik (62 kat daha fazla) bir B-galaktozidaz aktivitesi dl¢iildii (¢izelge 4. 4). Benzer
sekilde, yaban tip ve Agcrl mutant suslarinda Ty2-754-lacZ gen fiizyonundan yapilan
transkripsiyon seviyeleri karsilagtirildiginda da 17 kat bir fark oldugu goriildii. Bu
sonuglar Ty2-917’de glukoz sinyali ile transkripsiyonun aktive edilmesinde gerekli olan

faktorlerden birisinin Gerlp oldugunu gostermektedir.
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Yaban tip S. cerevisiae susunda Suc2-lacZ gen flizyonundan yapilan
transkripsiyonun gliserol laktat iceren ortamda c¢ok fazla miktarda yapildigi, iireme
ortamina glukoz eklenmesiyle de glukoz baskilamasi nedeniyle 5-kat azaldigi (4700
tiniteden 900 {initeye) bulundu. Agcrl mutanti transformantlarda ise Suc2-lacZ gen
fiizyonundan yapilan transkripsiyonun glukoz baskilamasindan etkilenmedigi ve hem
gliserol laktat ve hem de glukoz ilave edilmis lireme ortaminda yaklasik olarak ayni
seviyede transkripsiyon yapildigi bulundu (Cizelge 4. 4). SUC2 geni transkripsiyonunun
gcrl mutant suslarinda glukoz baskilamasi altinda olmadigi daha 6nceki arastirmalarda

rapor edilmistir (Tiirkel ve ark. 2003).

4.5. Pho8S Cyclini Pcl6’nin Ty2 Transkripsiyonuna Etkisi

Transkripsiyon faktorii Gerlp bir fosfo protein olup, daha dnceki arastirmalarda
cycline bagl protein kinaz (CDK) olan Pho85p ile etkilestigi gosterilmistir (Lenburg ve
O’Shea 2001). S. cerevisiae’da Pho85p’nin farkli metabolik sinyallere gore etkilestigi
10 farkli cyclin (CLN) oldugu da belirlenmistir (Toh-e ve ark. 1988, Carrol ve O’Shea
2002). Bu cyclinlerden 6zellikle Pcl6’nin karbonhidrat metabolizmasiyla ilgili genlerin
transkripsiyonlarinin - kontrolu i¢in gerekli oldugu daha Onceki arastirmalarda
aciklanmistir (Wang ve ark. 2001). Aragtirmamizin bu boliimiinde Ty2-917°de glukoza
bagl transkripsiyonun aktivasyonu i¢in Pcl6’nin gerekli olup olmadig test edildi.

Ty2-555-lacZ, Ty2-754-lacZ ve kontrol plazmit’i olarak da Suc2-lacZ gen
fiizyonlarin1 igeren plazmitler pcl6 mutanti S. cerevisiae susuna transform edildi.
Transformantlar ayr1 ayr1 farkli karbon kaynaklar1 igeren —Ura, SC iireme ortaminda
tiretilerek bu gen fiizyonlarindan ifade edilen B-Galaktozidaz miktarlar1 belirlendi.
Glukoz igeren {ireme ortaminda Ty2-555-lacZ gen flizyonundan yapilan
transkripsiyonun yaban tip susa oranla 28 kat daha diisiik oldugu bulundu (1438 {initeye
karsin 51 initelik aktivite). Benzer sekilde Ty2-754-lacZ gen fiizyonundan yapilan
transkripsiyonda da yaban tip susa oranla 19 katlik bir azalma oldugu gériildii ( Cizelge
4. 5., ve Cizelge 4. 1). Pcl6 mutant1 olan S. cerevisiae transformantlar1 gliserol laktat
iceren ortamda iiretildiklerinde de Ty2-lacZ gen fiizyonlarindan oldukca diisiik seviyede
transkripsiyon yapilabildigi bulundu. Gliserol laktat ortaminda iretilen pcl6 mutanti

transformantlarda Ty2-555-lacZ transkripsiyonunda yaban tip susa oranla 21 kat’lik bir
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azalma, Ty2-754-lacZ gen flizyonunun transkripsiyonunda ise 56 katlik bir azalma

oldugu bulundu (Cizelge 4. 5).

Cizelge 4. 5. Pho85 cyclini Pcl6’nin Ty2-917 transkripsiyonuna etkileri.

B-Galaktozidaz Aktiviteleri®"
Gen %2 Glukoz %2 Gliserol/Laktat %2 Gly/lakt’dan
Fiizyonlan %2 Glukoz’a
Ty2-555 5142 11+1 19+2
Ty2-754 8+1 2+1 6=+1
Suc2-lacZ 7+l 104+18 28+4

*B-Galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg protein basma hidroliz edilen nanomole
ONPG olarak verilmistir.
bB-Galaktozidaz aktiviteleri S. cerevisiae’nin YST193 transformantlarinda 6l¢tilmiistiir.

Pcl6 mutant susunda glukoz aktivasyonunun Ty2 transkripsiyonuna etkileri de
arastirildi. Bunun i¢in gliserol laktat igeren lireme ortaminda logaritmik faza kadar
tiretilen Ty2-lacZ transformantlarinin lireme ortamina son konsantrasyon %2 (w/v)
olacak sekilde glukoz eklendi. Glukoz aktivasyonunun Pcl6 mutant suslarinda Ty2
transkripsiyonuna onemli bir etkisinin olmadigi, Ty2-555-lacZ ve Ty2-754-lacZ gen
flizyonlarinda transkripsiyonun yaklasik olarak ayni seviyelerde kaldigi bulundu
(Cizelge 4. 5). Arastirmada kontrol gen flizyonu olarak kullanilan Suc2-lacZ gen
flizyonunun transkripsiyonunun da Pcl6’ya bagli olarak kontrol edildigi bulundu. Suc2-
lacZ gen fiizyonunda transkripsiyonun gliserol laktat ortaminda tiretilen pcl6 mutant
susunda yaban tip S. cerevisiae susuna oranla daha diisiik seviyede yapildigi fakat

glukoz baskilamasi altinda oldugu gosterildi (Cizelge 4.5).
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5- TARTISMA

Glukoz S. cerevisiae hiicrelerinde fermentatif olarak kullanilan 6nemli bir karbon
kaynagidir. Bunun yaninda iireme ortaminda glukoz bulunmasi S. cerevisiae’da farkl
genlerin aktivasyonuna veya baskilanmasina neden olur (Rolland ve ark. 2002).
Ozellikle non-fermentatif (6rnegin gliserol laktat veya etanol) iireme ortaminda
tiremekte olan S. cerevisiae kiiltiirlerine yiiksek oranda glukoz (%2) eklendiginde S.
cerevisiae genomundaki genlerin yaklasik %30’unda transkripsiyon seviyesinde artma
veya azalma oldugu bulunmustur (Schneper ve ark. 2004). Aragtirmamizda model
retroviriis benzeri element olarak kullanilan Ty2-917 elementin transkripsiyonu
tamamen konak olarak bulundugu S. cerevisiae transkriptomuna baglidir. Bundan
dolay1 S. cerevisiae hiicrelerinde metabolik degislikliklerin sonucu transkriptom
profilinde olusacak degisikliklerin Ty2-917 transkripsiyonunu da etkilemesi
beklenebilir.

Bu tez arastirmasinda retrovirlis benzeri element olarak kullanilan Ty2-917 S.
cerevisiae’da daha onceden belirlenmistir (Cameron ve ark. 1979). Ty2-917 genom
yapist ¢ok yogun diizenleyici bolgeler igerir ve eukaryotik retroviriislere benzer
Ozelliklere sahiptir (Boeke ve ark. 1985, Roth 2000). Ty2-917 retroviriisler gibi hastalik
yapmaz fakat S. cerevisiae genomunda mutasyonlara neden olabilir. Ty2-917 S.
cerevisiae genomunda integre oldugu bolgelerdeki genlerde transkripsiyonun kontrolsiiz
yapilmasina veya kromozomal delesyonlara da neden olabilir (Boeke ve Sandmeyer
1991). Bu ozellikleri nedeniyle Ty elementleri model sistem olarak kullanilip
retroviriislerin yapisal 6zellikleri ve genlerinin isleyis prensipleri anlagilmistir
(Farabaugh 1995).

Bu arastirmada retroviriis benzeri element olan Ty2-917 model sistem olarak
kullanilarak glukoz aktivasyonunun retrotranspozonlarda transkripsiyona etkileri
arastirildi. Ty2-917 retrotranspozonunun promotor yapist daha onceki ¢aligmalarda
ayrintili olarak belirlenmistir (Farabaugh ve ark. 1989, 1993, Tiirkel ve Farabaugh
1993). Ty2-917 transkripsiyonunun kontrol elementlerinin 5° ugtaki ilk 754 bg
uzunlugundaki boélgede yer aldigi bilinmektedir. Bu nedenle arastirmalarimizda Ty2-
917 elementinin ilk 754 b¢ uzunlugundaki promotor bdlgesini igeren Ty2-lacZ gen

fizyonlar1 kullanildi. Genomu c¢ok kiiciik ve kompakt olan Ty2-917 de bazi
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transkripsiyon kontrol bolgeleri transkribe edilen bdlgenin i¢inde yer alir (Farabaugh ve
ark. 1989, 1993).

Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda Ty2-917 elementinin transkripsiyonunun
biiyiilk oranda transkripsiyon faktorii Gerlp kompleksine bagli oldugu gosterilmistir
(Turkel ve ark. 1997, Tiirkel 2002). Gerlp glikolitik enzimler ve ribozomal protein
genlerinin transkripsiyonu icin gerekli olan fosfoprotein yapisinda bir transkripsiyon
faktortidiir. Gerlp farkli sinyal iletim yollarinca aktive edilen protein kinazlar tarafindan
fosforlanabilir. Ureme ortaminda yiiksek oranda glukoz bulunmasi S. cerevisiae’da
hiicre dongiisiine ve lireme hizina da etki eder (Santangelo 2006). Arastirmalarimizda
elde edilen sonuglar Ty2-917 transkripsiyonunun yiiksek oranda glukozla aktive
edildigini ve bu aktivasyonun da Gerlp ve cyclin olan Pcl6’ya bagli oldugunu
gostermistir. Glukoz aktivasyonunun etkisiyle Ty2 elementinin genomdaki kopya
sayisinda herhangi bir artis olup olmadigi bilinmemektedir. Fakat daha 6nce yapilan bir
calismada Tyl elementi promotoru galaktoz ile aktive edilen GAL1 geni promotoru ile
degistirilip, bu promotor flizyonu Tyl elementi transkripsiyonu iireme ortamina
galaktoz ilavesiyle aktive edildiginde S. cerevisiae sitoplazmasinda ¢ok fazla sayida Ty
viriis benzeri parcaciklarin (Ty-VLP) olustugu gdzlenmistir (Garfinkel ve ark. 1985).
Bu sonu¢ da bize Ty2 transkripsiyonundaki asir1 artisin S. cerevisiae’da Ty2 viriis
benzeri yapilarin sayisinda artisa yol agabilecegini gostermektedir.

Pho85 S. cerevisiae’da ¢evresel sinyallere gore farkli metabolik yollarin
kontroliinii saglayan o6nemli bir Cycline bagli protein kinaz’dir (CDK). Pho85’in
bugiine kadar 10 cyclin’i (CLN) belirlenmistir (Carroll ve O’shea 2002). Pho85
mutantlarinin minimal ortamda liremedikleri veya c¢ok yavas iiredikleri rapor edilmistir
(Pan ve ark. 2006). Arastirmalarimizda kullandigimiz Ty2-lacZ gen fiizyonlarini igeren
S. cerevisiae transformantlar1 minimal segici ortamda iiretilmek zorunda olduklari igin
Ty2-lacZ gen fiizyonlarinin Pho85 mutant suslarindaki transkripsiyon seviyeleri
belirlenmedi. Bunun yerine Pho85p ile etkilesen ve karbon kaynag: ile ilgili sinyal
iletim yolunun kontrolunda Pho85p ile birlikte calisan Pcl6’nin Ty2-lacZ gen
fiizyonlarinda Ty2 transkripsiyonuna etkileri incelendi. Pcl6 mutantlari iireme kusurlu
degildir. Yaptigimiz arastirmalar sonucu pcl6 mutantlarinda Ty2 transkripsiyonunun
olduk¢a az miktarda yapildigini bulundu. Bu sonuglar da Ty2-917 transkripsiyonunun
glukoz ile aktivasyonunda Gerlp ile birlikte Pho85-Pcl6 kompleksinin de gerekli
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Sekil 5. 1. Glukozun Ty?2 transkripsiyonunu aktive etme modeli.

oldugunu gostermektedir. Pho85’in Gerlp ile etkilestigi daha once rapor edilmistir
(Lenburg ve O’Shea 2001).

S. cerevisiae iireme ortaminda az miktarda glukoz (%0.1) bulunmasi gegici olarak
glukoz aktivasyonu sinyali olusturmaktadir. Diisiik glukoz S. cerevisiae tarafindan hizli
bir sekilde tiiketildigi i¢in hiicre boliinmesiyle ilgili sinyal iletim yollar1 tam olarak
aktive edilmez. Arastirmalardan elde ettigimiz sonuglar da diisiik glukozun veya

fermente edilemeyen karbon kaynaklarinin Ty2 transkripsiyonunu aktive etmedigini
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gostermektedir. Bu sonuglar da bize Ty2 transkripsiyonunun ayni zamanda bodliinme
hizina da bagl olabilecegini gostermektedir.

Ty elementlerinde frameshift oraninin S. cerevisiae’da iireme agsamalarina gore
degistigi bulunmustur. Ty frameshift oraninin duragan faz hiicrelerinde logaritmik faz
hiicrelerine gore 10 kat azaldig1 gosterilmistir (Stahl ve ark. 2004). Bu sonuglara gore
Ty2 transkripsiyonundaki azalmaya paralel olarak frameshift oraninda da azalma olmasi
beklenebilir. Bu sekilde transkripsiyon ve translasyon seviyesindeki kontrol ile Ty2’de
hayat dongiistiniin S. cerevisiae hiicrelerinin metabolik durumuna goére kontrol edildigi

One strtlebilir.
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EKLER

Ek 1: Arastirmada Kullamlan Ureme Ortamlari ve Cézeltilerin Hazirlanmasi

1: LB (Luria-Bertani Broth)

E. coli i¢in standart tireme ortami olarak kullanildi. 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 edilmig ampisilin 100 mg/litre
olacak sekilde bakteri transformantlarini ekim yapmadan Once taze olarak tlireme
ortamina eklendi.

LB petrileri hazirlamak i¢in LB siv1 besiyerine sterilizasyondan once 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 sicakligt 45-50 C’ye
diistiikten sonra filtrede sterilize edilmis Ampisilin 100 mg/litre olacak sekilde {ireme

ortamina eklendi.

2: YP (Yeast Extract, Peptone)

Bu tireme ortami S. cerevisiae suslarinin iiretilmesi i¢in rutin olarak kullanilan
zengin/tam besiyeridir. S1vi ortam olarak veya agar agar ile katilastirilarak kullanilabilir.
Bu besi yerinin hazirlanmasi i¢in; 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 igin 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
lireme ortamima son konsantrasyonlari %2 olacak sekilde ilave edildi. Glukoz da
tireyemeyen suslar i¢in karbon kaynagi olarak glukoz yerine son konsantrasyonlar1 %2

olacak sekilde steril gliserol ve steril sodyum laktat ilave edildi.
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3: Sentetik tam —Ura iireme ortam (-Ura, SC)

Bu iireme ortam1 S. cerevisaiae transformantlariniun iiretilmesinde secgici ortam
olarak kat1 veya sivi ortam olarak kullanilir. Ortamin hazirlanmasinda; 6.7 gram YNB
toplam 1 litre distile suda ¢oziildii, 121 C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. YNB kat1
besiyerini hazirlamak i¢in 20 gram/litre olacak sekilde ve sterilizasyondan dnce agar
agar ilave edildi. Amino asit kaynagi olarak urasil icermeyen amino asit karigimi
(Sigma Y-1501) 1.92 gram litre olacak sekilde hazirlanip filtre ile steril edilip YNB
ortamina eklendi.

Karbon kaynagi olarak steril glukoz veya sukroz iireme ortamina son
konsantrasyonu materyal ve yontem boliimiinde verildigi sekilde ilave edildi. Etanol
direkt olarak kullanildi. 2-DOG ise steril distile suda ¢oziildiikten sonra filtre ile

sterilize edilerek kullanildi.

4- B-galaktozidaz 6l¢iim tamponu (Z-Buffer)
60 mM Na,HPOj,. 7 H,0
40 mM NaH,PO4. H,O
10 mM KCI
1 mM MgSO,. 7H,0
50 mM B-Merkepto etanol.
Z- buffer yukarida verilen iyon konsantrasyonlarini saglayacak sekilde stok ilgili

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

5- ONPG (O-Nitro phenyl B-D- Galactoside)
Toplam konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde taze olarak 50 ml’lik Z-buffer
icinde hazirlandi. Stok ¢ozeltisi +4 C’de sakland1

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

suresince +4 C de saklandi.

7- 1M Sodyum karbonat
106 gram Na,CO; 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.

Oda sicakliginda saklandi.

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. Oda sicakliginda saklandi.

10- 1x TE, pH:7.4
10 mM Tris.HCI, pH: 7.6
I mM EDTA, pH: 8.0.
Tris.HCl ve EDTA stok ¢ozeltilerden seyreltilip otoklavda steril edildi. Oda

sicakliginda sakland.

11- Lowry C- cozeltisinin hazirlanmasi.

Lowry A ¢ozeltisi: %2 Na,CO3, 0.1 N NaOH. 20g Na2CO3 ve 4g NaOH toplam
hacim 1 litre olacak sekilde distile suda ¢oziildii. Cozelti oda sicakliginda saklandi.

Lowry B1 ¢ozeltisi: %1 CuSO4. 1 gram CuSO4 toplam hacim 100 ml olacak
sekilde distile suda ¢oziildii.

Lowry B2 c¢ozeltisi. %2 Sodyum potasyum tartarat. 2 gram Sodyum potasyum

tartarat toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile suda ¢oziildii.
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Lowry C her deneyde taze olarak stok g¢ozeltilerden hazirlandi. Lowry C ¢dzeltisini
hazirlamak i¢in; 98 ml Lowry A, 1 ml Lowry B1, 1 ml Lowry B2 alinarak karistirildi ve

hemen kullanildi.
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EK 2: B-Galaktozidaz Aktivitesinin Hesaplanmasi
S. cerevisiae transformantlarindaki lacZ gen flizyonlarindan yapilan J3-

galaktozidaz enzim aktiviteleri asagidaki esitlige gore hesap edildi.

Aktivite: (OD4ox 1.7/0.0045)/(txVxP)

Bu esitlikte;

Aktivite: uM ONPG/dak/mg protein.

ODyy0: B-galaktozidaz reaksiyonunda olusan sar1 rengin 420 nm’deki absorbansi

V: B-Galaktozidaz 6l¢iimiinde kullanilan hiicre lizat1 hacmi (ml olarak verilmelidir).
t: B-galaktozidaz reaksiyon siiresi (Dakika cinsinden verilmelidir)

P: Hiicre lizatlarinin protein konsantrasyonlari (mg/ml olarak verilmeklidir).

-galaktozidaz aktiviteli hesaplanmasinda yukaridaki formiil excel tablosuna

dontstiiriilerek kullanilmagtir.
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