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Telomerazin diizenleyici altbirimini kodlayan EST3 geninin ifadesi programli ribozomal
cerceve kaymasi tarafindan translasyonel seviyede kontrol edilir. Est3p'nin kesintisiz
translasyonu +1 c¢erceve kaymasi ile gergeklesir. Programli ¢erceve kaymasi
yaptlmadiginda EST3 mRNA'sinin translasyonu dahili bir STOP kodonunda
sonlandirilir ve bilinen bir fonksyonu olmayan kesik bir Est3 peptidi iretilir. Bu
calismada EST3 genindeki cer¢eve kaymasi veriminin farkli karbon kaynaklarinda
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

MOLECULAR ANALYSIS OF THE TRANSLATIONAL CONTROL
MECHANISMS IN THE EST3 GENE

Saliha Elif YILDIZHAN
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Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Sezai TURKEL

The expression of the EST3 gene, which encodes the regulatory subunit of telomerase,
is regulated by a programmed ribosomal frameshifting mechanism at the translation
level. The full length Est3p is synthesized by +1 ribosomal frameshift. In the absence of
the programmed ribosomal frameshift, the translation of the EST3 mRNA is terminated
at an internal stop codon and a truncated Est3 peptide with no known functions is
produced. In this study, it has been shown that frameshifting efficiency in the EST3
gene varies in S. cerevisiae according to the carbon source in which the cells are grown.
When the frameshift efficiency in wild type cells grown in high glucose concentration
was compared to that in cells grown in low glucose concentration and that in cells
grown in the alternative carbon source glycerol lactate, it was found to be higher by 2-
fold and 10-fold respectively. It was shown that in Asnfl mutants, the carbon source
effect is lost, which supports that the carbon source effect is controlled by glucose
signaling. It was shown that in dascl ve Astml mutants, frameshift rates were lower
than those in wild type cells and that the Ascl and Stm1 proteins play a role in EST3
programmed frameshifting.

Keywords: S. cerevisiae, Programmed ribosomal frameshifting, Glucose signaling,

Telomerase, Translational control.
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1. GIRIS

S. cerevisiae kii¢clik genom boyutu ve hiicre kiiltiirii iretmenin kolaylig1 sayesinde gen
reglilasyonu mekanizmalarinin  arastirilmasinda  siklikla  kullanilmaktadir. Maya
hlcreleri ve daha gelismis diger 6karyotlar arasinda yiiksek miktarda protein amino asit
dizileri korunmus durumda bulunmaktadir. Bu ¢aligmada telomeraz kompleksinin bir

pargasi olan Est3p'nin hiicre i¢i seviyelerinin kontrol mekanizmalari aragtirilmigtir.

Telomerler replikasyon sirasinda kromozom uglariin tam olarak kopyalanamamasi
problemini ¢ézmek i¢in Ozellesmis yapilardir. Telomeraz arastirmalari hem somatik
hiicrelerde yashiligin giderilmesi agisindan iimit vadedici sonuglar ortaya koymustur,
hem de kanser icin bir tedavi stratejisi gelistirme potansiyeliyle heyecan

uyandirmaktadir.

Maya telomerazinin bir alt birimi olan Est3p'nin telomeraz aktivitesinde diizenleyici bir
rol oynadigi bilinmektedir. EST3 acgik okuma cercevesinde bir STOP kodonu
bulunmaktadir ve translasyon sirasinda tam boyutta ve fonksyonel protein iiretimi igin
bu stop kodonunun es gegilmesi gereklidir. Bu yilizden translasyonun devami
(elongation) sirasinda tek bir niikleotit atlanarak okuma gercevesinde +1 yoniinde
cerceve kaymasi gergeklesir. Cergeve kaymasi verimi ise hiicresel kosullar tarafindan
kontrol edilen ve bu yizden protein Uretiminin kontroliinde de etkin olabilen bir
mekanizmadir. Bu arastirmada hiicresel kosullarin degisimine gore ¢erceve kaymasinin

EST3 ifadesinin kontroliinde bir basamak olarak kullanildig: gosterilmistir.

Aragtirmamizda gen ifade kontroliinii yonetip yOnetmedigi arastirilan etken olarak
karbon kaynagi secilmis ve farkli karbon kaynaklarinda Uretilen mayalarda cergeve
kaymas1 oranlart Olgiilmiistiir. S. cerevisiae’da glukoz sinyali maya karbon
metabolizmasini diizenleyen en 6nemli dgelerden biridir ve karbon kaynagi se¢ciminin
hicre Uremesine dogrudan bir etkisi oldugu bilinmektedir. Yiiksek glukoz

konsantrasyonundaki hticreler gliserol laktat gibi alternatif karbon kaynaklarinda



tiretilen hiicrelere oranla ¢ok daha hizli Uremektedir. Hiicrelerin hizla gogalmasi
genomonun da hizla kopyalanmasi ihtiyacin1 dogurmaktadir. Genom kopyalanmasi i¢in
Ozellesmis telomeraz enziminin aktivitesinin de hiicre boliinme hiziyla uyumlu olacak
sekilde kontrol edilmesi olas1 goriinmektedir. Hiicre boliinme hizina dogrudan etki eden
karbon kaynagi seciminin telomerazin diizenleyici altbirimi olan Est3p'nin hiicreici
konsantrasyonuna da etki etmesi bu baglamda degerlendirilebilir. Arastirmalarimizda
karbon kaynagi se¢iminin ¢ergceve kaymasi verimine olan etkisinin segilen karbon
kaynaginin hiicre bdliinmesine olan etkisiyle uyumlu oldugu goriilmiis ve glukoz
sinyalinin bu etkiye sebep olan temel yolak oldugunu destekleyen veriler elde

edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Model Organizma Olarak S. cerevisiae'nin Onemi

1996 yilinda ilk defa bir Okaryotun, S. cerevisiaemm S288C susunun genomu
dizilenmistir (Goffeau ve ark. 1996). Dizilenen genom ve hizla gelisen molekiiler
biyoloji yontemleri ile birlikte uluslararasi arastirma ortakliklarinin ve maya delesyon
projesi ("the yeast deletion project") gibi biiyiik capli projelerin Onii agilarak maya
biyolojisi alaninda biiyiik gelisimler goriilmiistiir (Winzeler ve ark. 1999). S. cerevisiae
icin ¢ok zengin bir genetik aragtirma yontemi yelpazesi bulunmasi, organizmanin kiiciik
genom boyutu ve kiiltlir liretmenin kolaylig1 sayesinde maya arastirmalari gen
regiilasyonu mekanizmalar1 ve baska hiicresel siireclerin kesiflerinde 6nemli bir rol
oynamigtir. Maya arastirmalarindan hizla elde edilebilen biiyilk miktarda veriler
islemsel biyolojide de gelismelere yol agmis ve oOkaryot hiicrelerinin c¢aligmasinin
anlasilmasinda kapsamli modellerin olusturulmasini saglayan sistemsel yaklasimlara
olanak sunmustur (Duina ve ark. 2014). Genler hakkinda bilgiler, yiiksek ¢iktili
taramalarla Uiretilen veriler, yayinlar ve dizi bilgilerinin derlendigi SGD (Saccharomyces
Genom Veribankasi) sayesinde maya hakkinda genetik ve biyolojik bilgiler toplu bir
halde internet ilizerinden kolaylikla ulagima agiktir (Cherry ve ark. 2012). Ayrica
diinyanin ilk sentetik Okaryot hiicresinin olusturulmasi icin tasarlanan uluslararasi
isbirligi i¢in de organizma olarak S. cerevisiae se¢ilmistir ve sentetik maya projesi ("the
synthetic yeast project”) tamamen sentetik bir S. cerevisiae susu {iiretimi igin
kurulmustur (Dymond ve ark. 2011). Maya ve mayadan biiyiik diger okaryot tiirleri
arasinda sasirtict derecede yliksek miktarda protein amino asit dizisi ve gorevinin
evrimsel olarak korunmus olmasi sayesinde S. cerevisiae daha gelismis Okaryotlar
hakkindaki arastirmalarda da ¢ok faydali olmustur ve hatta maya delesyon koleksyonu

insan hastaliklarinin taramalarinda da kullanilmistir (Steinmetz ve ark. 2002).



2.2. Ribozomal Cer¢eve Kaymasinin Molekiiler Mekanizmasi

Programli ribozomal ¢ergeve kaymasi, yani genetik kodun mRNA iizerindeki programli
sinyaller yardimiyla alternatif sekillerde okunmasi, genetik kodun sabit ve evrensel bir
mekanizmayla proteine aktarildigina dair kaniyr yikan olaylardan biridir. Standart
okuma cercgevesine bir alternatif sunan bu olgu, tek bir mMRNA molekilinden birden
fazla polipeptidin belirli oranlarda Uretilebilmesine olanak saglamaktadir (Namy ve ark.
2004).

Cerceve kaymasi translasyonun devami (elongation) sathasinda, +1 ya da -1 yonli
olarak gercgeklesir (Gesteland ve Atkins 1996, Baranov ve ark. 2002). Cerceve kaymasi
mekanizmalarmin anlasilmasinda 6zellikle viriis, retrotranspozon ve genomun igine

yerlesen insersiyonel unsurlarin iizerinde yapilan caligmalar ¢ok Onemli olmustur

(Chandler ve Fayet 1993, Plant ve ark. 2003).

Cerceve kaymasi mekanizmalar1 fiziksel olarak mRNA iizerindeki yapilar tarafindan
uyarilir. Cergeve kaymasina yol agan genetik nedenler iki ¢esittir: tRNA'nin yanlis
kodonla etkilesmesinin ihtimalini arttirmak ve ribozomun duraklamasini saglamak.
tRNA'nin mRNA {izerinde hareketliligini saglamak i¢in kaygan diziler kullanilir.
Ribozomun duraklatilmasi i¢cin de mRNA {izerinde translasyonu yavaslatabilecek diisiik
konsantrasyonda bulunan tRNA'lara ait kodonlar ya da sap ilmik ve sahte diigiim gibi

yerel ikincil yapilar bulunur. (Kontos ve ark. 2001, Namy ve ark. 2004).

Programli ¢erceve kaymasinin hiicreler tarafindan gen ifadesinin kontrol mekanizmasi
olarak kullanildig1 bilinmektedir. Ornegin E.coli'deki UGA STOP kodonunda
translasyon bitimini saglayan Rf2p ("Release Factor 2") lretimi ve sitoplazmik
konsantrasyonu programli ¢ergeve kaymasiyla kontrol edilir. Rf2p'yi kodlayan prfB'nin
kendi agik okuma cergevesinin ortasinda tanimakla gorevli oldugu bir UGA kodonu
bulunur. Tam boyutta ve fonksyonel Rf2p tretimi igin bu stop kodonunun es gecilmesi

gerekir ve bu da ¢erceve kaymasiyla miimkiin olabilmektedir (Namy ve ark. 2004).
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Sekil 2.1. Rf2p sentezinin +1 ¢erceve kaymasiyla regiilasyonu (Namy ve ark. 2004'ten
degistirilerek alinmistir).

Hicreici Rf2p seviyeleri yiiksek oldugu zaman UGA kodonunun taninmasi kolaylastigi
icin Rf2p kendi iiretimini durdurur. Seviye yeteri kadar diistiigli zaman ise bu sefer
UGA'y1 tanityacak Rf2p bulunmadigi i¢in ribozom kaygan dizi lizerinde bekleme
yaparken ¢ergeve kaymasi orani artar ve boylece Rf2p iiretimi devam eder (Sekil 2.1).
Dolayisiyla gergeve kaymasi hiicresel kosullar tarafindan kontrol edilen ve bu 6zelligi
sayesinde protein tiretiminin kontroliinde de etkin olabilen bir mekanizmadir (Adamski

ve ark. 1993).

2.3. Est3p ve Telomeraz Kompleksi

Okaryotlarda kromozomlarin uglar1 telomer denen yapilar tarafindan korunmaktadir.
Telomerlerin en 6nemli gérevi DNA polimerazin primer kullanmasi sonucu kromozom
uclarimi tam olarak kopyalayamamasinin olusturdugu problemi ¢6zmektir. Telomerler
¢ift sarmalli DNA kiriklarin1 onarma mekanizmalarinin yanliglikla kromozom uglarin
tamir etmelerini engeller (Watson 1972, Dewar ve Lydall 2012). Telomerlerin uzamasi

icin Ozel olarak ifade edilen bir ters transkriptaz olan telomeraz enzimi kendine ait bir



RNA kalib1 kullanarak telomerik sekanslari kopyalar. Telomerazin ifade edilmedigi
bircok somatik hiicrede hiicresel yaglanmanin giderilmesi igin fonksiyonel ve aktif bir
telomerazin ifadesinin yeterli oldugu goriilmiistiir (Greider ve Blackburn 1987, Bodnar
ve ark. 1998, de Lange 2009). Ayrica telomeraz artis1 insan timor hiicrelerinde ortak
bulunan o6zelliklerden biridir. Telomeraz aktivitesinin  engellenmesi  kanser
aragtirmalarinda hedef alinan onemli bir stratejidir ¢linkii yeterli miktarda telomeraza

sahip hiicrelerin ¢ogalmaya devam ettigi bilinmektedir (Blackburn 2005).

77 Est1
& (Cw® Est2

Telomeraz Est3
TLC1

@ Est3

Sekil 2.2. Telomeraz kompleksinin bilesenleri (Harari ve Kupiec 2014'ten degistirilerek
alinmustir).

Mayada telomeraz (¢ adet Est ("Ever shorter telomere™) proteini ve telomer Gretiminde
kalip olarak kullanilacak olan ve TLC1 geni tarafindan kodlanan bir RNA molekiilii
bulunur (Sekil 2.2). Est2 proteininin telomer iiretimindeki enzimatik aktiviteyi igerdigi
bilinmektedir (Hughes ve ark. 2000). Estlp ve Est3p'nin rolleri hala tam olarak
anlasilmasa da diizenleyici elemanlar olduklar1 diistiniilmektedir. Genetik taramalarda
est mutantlarinin telomerazlarimin aktivitesinde eksiklik oldugu ve Est proteinlerinin
eksikliginde telomer boyutlarinin etkilendigi goriilmiistiir (Lundblad ve Szostak 1989,
Lendvay ve ark. 1996, Harari ve Kupiec 2014).



2.4. Est3p Translasyonunda Cerceve Kaymasi

EST3'lin 280 baz ¢iftinden olusan bir 5' okuma ¢ergevesi ve 270 baz ¢iftinden olusan bir
3' okuma g¢ergevesi vardir. Bu iki okuma c¢ercevesinin birbiri ile ¢akisan 7 bazlik bir
sekans bolgesinde (Sekil 2.3'de siyah) CUU ve GUU kodonlart +1 yoniinde g¢erceve
kaymasi olayiyla ortalarindaki A esgecilerek Leu-Val aminoasitleri olarak okunur.
Cerceve kaymasi oraninin verimini 6l¢mek i¢in heptamerik dizi kullanildiginda %S,
yani her 100 translasyon olaymin 8'inde c¢er¢eve kaymasi gorildiigii bulunmustur
(Vimaladithan ve Farabaugh 1994). Daha sonraki ¢alismalarda agik okuma ¢ergevesinin
tamami1 kullanilarak cerceve kaymasi 6lgiildiigli zaman bu oranin %47'ye yiikseldigi
gorilmustiir. Bu fark g6z oniine alindiginda gerceve kaymasi bolgesinin etrafindaki
baglam ("context") bdlgesinde cerceve kaymasini tetikleyen etkenler olabilecegi

diistiniilmektedir (Taliaferro ve Farabaugh 2007).

| 67 mer !

I 537 mer i

| 3' 37 mer |

GCATCGATAAGAGATTCCTCACACCARAT ARG AGTTTT CCCAAGAGTGTGTATCTARTTTT
=~ AlaSarIleArgAspSerSerHiaGlnIleLeuSor**~

vruGlullaProHi s:'hrLg,raT:.rrLahanﬂluPhaSarﬂlnﬂluﬂyn?nlﬁarﬁnn?hau

L\‘Hr—/,,JJ

[ 5' ORF (280 bp) I

3 ORF (270 bp) >

EST3 genj

Sekil 2.3. EST3 geninin ve gergeve kaymasi bolgesinin yapisi (Taliaferro ve Farabaugh
2007'den degistirilerek alinmistir).



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

S. cerevisiae da dahil olmak lizere bir¢ok maya tiirii ¢esitli monosakkarit ve disakkarit’i
enerji ve yapi tas1 kaynagi olarak kullanabilir ama glukoz gibi heksozlar bu
organizmalar tarafindan en ¢ok tercih edilen karbon kaynaklaridir. Gliserol, etanol ve
asetat gibi diger karbon kaynaklar1 solunum yoluyla tiiketilmekte ve ¢cok daha diisiik
bliylime oranlar1 saglamaktadir. Galaktoz gibi bazi sekerler de yavasga fermente edilir
ve kismi olarak solunuma tabi olur. Glukoz fermentasyonunun hizli ve verimli bir
sekilde gerceklesmesi igin S. cerevisiae bir¢ok glukoz sinyali algilama ve sinyal yolagi
bulundurmaktadir (Rolland ve ark. 2001, 2002; Santangelo 2006, Peeters ve Thevelein
2014). Ureme ortaminda glukozun var olmasi sonucu ortaya ¢ikan metabolik olaylart
kapsayan genetik ve biyokimyasal durum "glukoz baskilamasi" olarak adlandirilir. S.
cerevisiae klttrlerine glukoz ilavesini takip eden 20 dakika iginde 1200 gende, yani S.
cerevisiae genomundaki genlerin yaklasik %20’sinde, ii¢ katin tstlnde ifade seviyesi
degisikligi gortiliirken, genlerin yaklasik %40°1inda ise en az iki kat ifade seviyesi farki

bulunmustur (Wang ve ark. 2004, Santangelo 2006).

Glukozun tercih edilmesinin sonuglarindan biri olarak glukozun iireme ortaminda
bulundugu durumlarda glukoz disindaki alternatif karbon kaynaklarinin hiicre igine
almi ve kullanimi icin gerekli olan hiicresel mekanizmalarin engellenmesi, drnegin
alternatif karbon kaynagi kullanimi igin gerekli olan enzimlerin diisiik seviyede
sentezlenmesi gosterilebilir (Hedbacker and Carlson 2008). Glukozun tercih edilmesinin
nedeninin glukozun en verimli sekilde fermente edilebilen, yani maya hiicrelerinin en
hizli sekilde yiiksek miktarlarda etanol biriktirmesini saglayabilen seker oldugu
diistiniilmektedir. Etanol seviyesinin yiikselmesi ortamdaki rakip mikroorganizmalarin
biiylimesi i¢in etkili bir engel olmaktadir. Bu yiizden de glukozun solunuma kiyasla ¢ok
daha az ATP iiretilmesine ragmen esas olarak fermente edilerek metabolize edildigi ve
maya hiicreleri i¢in en hizli biiylime oranini sagladigi diisiiniilmektedir (Peeters ve
Thevelein 2014). Glukozun hiicre gevresinde bulunmasindan dolay1 aktive olan biyiik
miktarda diizenleyici yolak bulunmaktadir ve bunlarin bir¢cogu da fermentasyon ve

hiicre boliinmesini hedef alir (Rolland ve ark. 2002)



Glukoz kendi fermentasyonunun yaninda hizli hiicre ¢ogalmasini da tetikler. Hiicrelerin
hizli boliinmesinin fermentasyon acisindan avantaji glikolizde {iretilen ATP'lerin
ADP'ye geri doniistliriilmesidir. Etanol tiretiminin hizlandirilmasi i¢in solunumun
azalmasi esas glukoz baskilama yolagi tarafindan saglanir. Bunun i¢in Snfl protein
kinazi kilit rol tistlenmektedir. Snflp ortamda glukoz bulundugu durumlarda defosforile
edilerek inaktif duruma getirilir. Ortamda glukoz tiikendigi zaman Snflp aktivasyonu
solunum, glukoneogenez ve alternatif karbon kaynaklarinin metabolize edilebilmesi ile

ilgili genlerin ifadesinde ¢cok 6nemli bir etkiye sahiptir (Peeters ve Thevelein 2014).

2.5. 1. S. cerevisiae’da esas glukoz baskilama yolag

Ureme ortaminda glukozun var olmasmin sonucunda solunumun ve alternatif
karbonlarin kullanilmasinin engellenmesinden sorumlu olan esas glukoz baskilama
yolagi maya karbon metabolizmasinin hiicresel dengesini diizenleyen en onemli
Ogelerden biridir. Glukozda biyuyen tipik bir aerobik maya kilturiinde, mayalar
glukozun fermantasyonu sonucu ilk basta hizla biiyiiyecektir. Solunumun baskilandigi
ve etanoliin biriktirildigi bu fazda esas glukoz baskilama yolagi aktiftir ve hiicreler
glukoz baskisi altinda ("repressed") olarak adlandirilir. Glukoz konsantrasyonu diistik
seviyelere indiginde hiicreler "diauxic degisim" adi1 verilen, solunum enzimlerinin ve
etanol kullaniminin {izerindeki baskinin kalktigi gegici bir biliylime durgunluguna
girerler. Dolayisiyla baskilanmamig ("derepressed") hiicreler solunum yoluyla etanoli
kullanmaya basladiklar1 bu fazda ilk fermantasyon fazina kiyasla ¢ok daha yavas
bliytirler. Etanol tiikendigi zaman ise hiicreler derepres modda devam ettikleri duragan
faza girerek trehaloz ve glikojen gibi depo karbohidratlart solunum yoluyla kullanirlar

(Peeters ve Thevelein 2014).

2. 5. 2. Glukoz Baskilamasinda Snflp'nin 6nemi

Snfl protein kinaz esas glukoz baskilama yolagindaki en 6nemli aktorlerden biridir.

Memeli hiicrelerdeki AMPK kinaz ailesinin ortalogu olan Snflp, diisikk glukoz



konsantrasyonu ortamlarinda (<20 mM) hiicrelerin daha az tercih edilen sukroz,
galaktoz gibi sekerlerde ya da etanol ve gliserol gibi fermente edilemeyen karbon
kaynaklarinda biiylimesini saglar (Hedbacker ve Carlson 2008, Zaman ve ark. 2008).
"Snfl" ismi glukozu fermente edebildigi halde siikrozu fermente edemedigi kesfedilen
snfl mutant susunun "Sucrose Non Fermenting" (sikkroz fermante edilmeyen) olarak
adlandirilmasiyla ortaya ¢ikmistir (Carlson ve ark. 1981). snfl mutant susu invertaz
enzimini kodlayan SUC2 ifadesindeki eksiklik nedeniyle sikrozun glukoz ve fruktoza

dontistiiriilmesini kataliz edemez ve sukrozda lireyemez (Neigeborn ve Carlson 1984).

Snfl'in heterotrimerik bir serin/threonin protein kinaz kompleksine ait katalitik alt birim
oldugu bulunmustur. Snfl disinda bu komplekste ¢l beta (Sipl, Sip2, Gal83) biri
gama (Snf4) olmak iizere dort farkli alt birimi vardir. Diizenleyici altbilirim olan
Snf4'tin aktivasyonu Snfl aktivesi icin gereklidir (Celenza ve Carlson 1984, 1986, 1989,
Woods ve ark. 1994).

Snfl inaktif durumdayken diizenleyici bdlgesi (RD) katalitik bélgenin kinaz domenini
(KD) kaplayarak oto-inhibasyona sebep olur. Ortamda glukoz olmadigi durumda Snf4
inhibisyonu kaldirarak kompleksin acilmasimma sebep olur. Ag¢ilmis olan kompleks
Snfl'le etkilesen diger kinazlar olan Sakl, Elm1 ve Tos3 tarafindan fosforile edilerek
aktif durumdaki Snfl/Snf4 kompleksi haline gelir. Bu kompleks de kendi hedef
proteinlerinin fosforile edilmesiyle sinyal iletimini saglar. Glukoz eklenmesi durumunda
Snfl kompleksi Protein Fosfataz 1 (PP1)'in duzenleyici altbirimi Regl'in kontroliinde
katalitik altbirim olan Glc7 tarafindan defosforile edilir. Aktif Snfl kompleksinin yeri
beta altbirimleri olan Sip1, Sip2 ve Gal83 tarafindan belirlenir. Sipl Snfl kompleksini
kofullara dogru lokalize eder, Sip2 Snfl kompleksini sitoplazmada tutar ve en yiiksek
miktarfa bulunan altbirim Gal83 Snfl kompleksini niikleusa tasir. Niikleusta iken Snfl
Migl'i fosforile ederek bir¢ok hedef geni baskilamasini engeller. Ayrica Snfl
transkripsyon faktorleri olan Sip4 ve Cat8'i de fosforile ederek aktive olmalarini saglar
(Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. S. cerevisiae'da esas glukoz baskilama yolag1 (Peeters ve Thevelein 2014'den
degistirilerek alinmistir).

Migl glukoz baskilamada Snfl'den sonra gelen temel transkripsyon faktoridur (Nehlin
ve ark. 1991, Nehlin ve Ronne 1990). Snfl Migl transkripsyon represorini fosforile
ederek niikleustan digar1 taginmasini saglar ve boylece Migl tarafindan kontrol edilen
genlerin baskilanmasin1 kaldirir. Migl cogunlugu alternatif karbon kaynaklarinin
metabolize edilmesiyle ilgili olmak iizere en az 90 farkli genin glukoz tarafindan
baskilanmasinda gorev alir (Klein ve ark. 1998, Lutfiyya ve ark. 1998). Migl cinko

parmak motif yapisindaki bir DNA baglanma proteinidir ve hedef genlerin baskilanmas1



icin Ssn6-Tupl genel korepresdr kompleksiyle ile etkilesir (Treitel ve Carlson 1995).
Snfl'in Migl'in fosforile edip Migl'in niikleusun digina tasinmasina sebep oldugu bolge
Migl'in 311. pozisyonundaki serin amino asididir. Bu bdlge ayrica Migl ve Migl
represor kompleksinin bir pargast olan Hxk2'nin etkilesimi ag¢isindan da Onem
tagimaktadir. Hxk2 Migl'e bagimli bir sekilde niikleusa dogru tasinir ve ilgili Migl
bolgesine baglanarak Snfl tarafindan gergeklestirilen fosforilizasyonu engeller (Ahuatzi
ve ark. 2007).

Snfl ayrica transkripsyonel aktivatorler olan Cat8 ve Sip4'ii de aktivitelerini artiric
sekilde diizenler (Lesage ve ark. 1996, Rahner ve ark. 1999, Hiesinger ve ark. 2001). Bu
transkripsiyon aktivatorleri glukoz konsantrasyonunun diisiik oldugu ¢evresel
durumlarda karbon kaynagi durumuna cevap veren ogelere spesifik olarak baglanirlar
(Vincent ve Carlson 1998). Cat8p ve Sip4p aktive olduklarinda glukoneogenez,
solunum ve glioksilat dongude gorev alan genlerin ifade seviyelerini yikseltirler
(Santangelo 2006). Cat8 Snfl tarafindan fosforile edilerek aktive olduktan sonra
promotdr bolgesinde bir adet karbon kaynagi durumuna cevap veren 6ge bulunduran
SIP4 ifade edilir (Vincent ve Carlson 1998). CAT8 ifadesi Migl tarafindan baskilanir
(Hedges ve ark. 1995, Randez-Gil ve ark. 1997).

Snfl diizenleyici gérevlerini gen transkripsyonu iizerindeki etkileri yaninda ayrica yag
asitleri metabolizmasi, karbonkidrat depolama ve tasima ile ilgili proteinlerin
fosforilizasyonunu da saglayarak da yiiriitiir (Hedbacker ve Carlson 2008). Ornegin,
Snflp glukoz konsantrasyonunun diisiik oldugu cevresel kosullarda asetil-CoA
karboksilaz1 fosforile etmek suretiyle etkisiz hale getirerek yag asidi biyosentezini
engeller (Woods ve ark. 1994). Snflp ayrica, besinsel yanit, mayoz boliinme ve
sporulasyon gibi hicresel gelisimle ilgili islemler (Honigberg ve Lee 1998) ve

yaslanmada da (Ashrafi ve ark. 2000) rol oynamaktadir.
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2. 5. 3. S. cerevisiae'da Asclp'nin roll

Asclp memelilerdeki aktive olmus C-kinazin reseptorii olan Rack1'in S. cerevisiae'daki
ortalogudur. 7 adet triptofan-aspartat (WD) tekrarindan olusan ve tiirler arasinda biiyiik
miktarda korunmus bir proteindir. Ascpl'nin bir¢ok sinyal iletim yolagindaki proteinler
icin "scaffold" (iskele) gorevi yaptigt ve sinyal olaylarinin lokalize sekilde
gerceklesmesini saglayarak genis bir yelpazedeki biyolojik siireclerin diizenlenmesinde

onemli roller oynadig1 gosterilmistir (Adams ve ark. 2011).

Asclp ribozomun 40S'lik altbirimine mRNA ¢ikis kanalina yakin bir noktada sikica
baglanir. T. thermophila'da 40S'e baglanmis olan Rackl'in kristal yapisi
goriintiilendiginde Rackl'in fosfat belkemigi, 18S rRNA'min h39 ve h40 bazlar1 ve
ribozomal proteinler olan rpSl6e, rpS17e, and rpS3e ile genis bir temas yiizeyi
olusturarak etkilesime girdigi goriilmiistir (Gerbasi ve ark. 2004, Sengupta ve ark.
2004, Rabl ve ark. 2011). Okaryotik ribozomlar tizerinde Rack1'in yerini bulmak igin
yapilan calismalarda Rackl'in yerinin tiirler arasinda korundugu ve 40S'in arkasinda
konuslandigi bulunmustur (Sengupta ve ark. 2004). Sekil 2.5'te S. cerevisiae'nin 80S
ribozomunun kriyo-elektron mikroskopuyla olusturulan haritasinda Rack1'in (kirmizi)
kiiciik altbirim (sar1) iizerindeki yeri gosterilmektedir. mRNA ¢ikis kanali ok ile
belirtilmistir (Nilsson ve ark. 2004).

Sekil 2.5. S. cerevisiae'da 80S ribozomun kriyo-elektron mikroskopuyla olusturulan
haritasi (Nilsson ve ark. 2004'ten degistirilerek alinmistir).
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Son arastirmalarda Asclpmin tekrarlanan CGA kodonlarinda ¢erceve kaymasini
engelledigine dair kanitlar bulmustur. Translasyon sirasinda aminoasit dizisinin
olusumunu saglayan peptidil transferaz reaksyonunun verimini etkileyen etkenlerden
biri uzamakta olan amino asit zincirinin ¢ikis tiinelindeki durumu ve buna bagli olarak
ribozomun duraklamasina sebep olabilmesidir (Ramu ve ark. 2011, Martinez ve ark.
2014). Cikis kanalinin katlanmamis durumda 30-40 amino asit barindirabildigi, o-heliks
durumundayken de 72 amino asit sigdirabildigi bilinmektedir (Malkin ve Rich 1967,
Blobel ve Sabatini 1970, Kramer ve ark. 2001). Ascl yokken g¢ergeve kaymasinin
devam ettigi anlasilinca, mRNA iizerinde cergeve kaymasinin gergeklestigi bolgenin
yeri incelendiginde, bu bolgenin translasyon sirasinda uzamakta olan amino asit
zincirinin ribozomal ¢ikis kanalinin ¢ogunu dolduracak bir boyuta ulastigi bir noktada

oldugu tespit edilmistir (Wolf ve Grayhack 2015).

2.5.4.S. cerevisiae'da Stmlp'nin rol

S. cerevisiae'nin Stm1 proteininin apoptozdan telomer biyosentezine genis bir biyolojik
siire¢ yelpazesinde rol oynadigi bilinmektedir. Besin stresi kosullarinda translasyonun
gerceklesmesi icin Stmlp'nin gerekli oldugu ve rapamisin (TOR) sinyali yolagiyla
Stmlp'nin uyum iginde g¢alistigi bulunmustur (Van Dyke ve ark. 2006). Stmlp'nin
eEF3'lin (translasyonel devam faktorii 3) 80S kompleksine baglanmasini etkiledigi
bilinmektedir; stm1l mutantlarinda eEF3'iin ribozomlara daha fazla baglandigi, Stmlp
seviyeleri arttiginda ise eEF3'e bagli ribozomlarin daha az miktarda oldugu
gosterilmistir (Van Dyke ve ark. 2009). Stmlp'nin 80S ribozom olusumundan sonra
translasyonu inhibe ettigi gosterilmistir ve Stmlp'nin translasyonel baskisini 80S
kompleksi olusumundan sonra ribozomlar1 duraklatarak sagladigi diigiiniilmektedir

(Balagopal ve Parker 2011).

S. cerevisiae'da 80S ribozomun ve Stml'in kristal yapilar1 goriintiilendiginde Stm1'in
ribozomun hem 40S hem de 60S altbitimleriyle etkilestigi ve mRNA baglanmasini
engelledigi bulunmustur. Stm1'in ayrica mRNA ya da tRNA'ya baglanarak fonksyonel
kompleksler olusturan korunmus yapidaki rRNA cikintilariyla da etkilestigi
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saptanmistir. Sekil 2.6' da 40S ribozomun basiyla 60S'in merkezi ¢ikintisina yukardan
bakildiginda Stm1'in (kirmiz1) P bolgesine kadar mRNA'nin yolunu (siyah) takip ettigi
goriilmektedir. Ribozomal E, P ve A boélgelerinin de yaklasik yerleri gosterilmistir
(Ben-Shem ve ark. 2011). Stml'in 40S'in bas bolgesine baglanarak mRNA giris
kanalina bir alfa heliks soktugu ve mRNA erisimini engelledigi tespit edilmistir. Ayrica
P bolgesine kadar uzanarak tRNA'nin ribozomal A ve P bdlgelerinde baglanmasinin
Oniine gectigi ve fonksyonel ribozom kompleksi olusumlarini engelledigi belirlenmistir.
Protein daha sonra 60S altbirimine gecmekte ve ribozomla etkilesimiyle altbirimlerin
ayrilmasimi onleyerek 80S'in stabil hale gelmesine sebep olmaktadir (Lenner ve ark.

2012).

L " ‘ 40S Bas

Sekil 2.6. 40S ribozomun basiyla 60S'in merkezi ¢ikintisinin Stmlp ile etkilesimi (Ben-
Shem ve ark. 2011'den degistirilerek alinmistir).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3. 1. Arastirmada Kullanilan S. cerevisiae Suslari

YST124 (yaban tip), YST220 (Astml), YST234 (Aascl) ve YST159 (Asnfl) suslari
Frankfurt Universitesi Mikrobiyoloji Enstitiisii’ndeki EUROSCARF koleksiyonundan
temin edildi. YST124 kodu ile gdsterilen S. cerevisiae susu yaban tip standart sus olarak
kullanilirken YST220, YST234 ve YSTI159 suslar1 ise Astml, Aascl ve Asnfl
mutasyonlar1 hari¢ YST124 ile izogenik suslar olarak mutant etkilerini arastirmak iizere

kullanildi. Arastirmada kullanilan maya suslarinin genotipleri her bir sus i¢in Cizelge
3.1’de verildi.

Cizelge 3.1. Bu arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslarinin genotipleri

Maya Susu
Lab Kod Genotip
Numarasi

YST 124 his3A1; leu2A0; met1 SAQ; ura3AO0.

his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0;YLR150w::kanMX4

YST220

(stm1 mutanti, YST124 ile izogenik)

ura3A0; his3A1; leu2A0; met15A0;YMR116c::kanMX4
YST234

(ascl mutanti, YST124 ile izogenik)

his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0;YDR477w::kanMX4
YST159

(snfl mutant1, YST124 ile izogenik)

16



3. 2. S. cerevisiae Suslarimin Transformasyon icin Hazirlanmasi

Bu tez arastirmasinda kullanilan besiyerleri ve diger ¢ozeltilerin bilesimi ve
hazirlanmalar1 tezin ekler boliimiinde verildi. Arastirmada kullanilan S. cerevisiae
suslar1 ilk 6nce zengin ortam olarak kullanilan YPD iireme ortami igeren petrilerde
uretildi (Ek 1) (Rose ve ark. 1990). Deneylerde kullanilmak {izere stoklar olusturulmasi
icin bu S. cerevisiae eldelerinden YPD petrilerine ekim yapilarak 30°C’de iiretildi.
Stoklar petrilerde 4°C’de muhafaza edildi. Bunun yaninda uzun siireli depolama
amaciyla da taze besi yerlerinde iretilen S. cerevisiae suslarindan steril kiirdan ile

alinan maya ornekleri steril 1 ml %20 gliserolda -70°C’de saklandi.

3. 3. Arastirmada Kullanilan Plazmidler

Aragtirmamizda kullanilan EST3-lacZ FrameShift ve EST3-lacZ FrameFusion yapilarini
iceren plazmitler daha Onceki arastirmalarda hazirlanmistir (Taliaferro ve Farabaugh
2007). pANU7 plazmidi S. cerevisiae HIS4 geninin ilk 33 kodonunu icermektedir. HIS4
geni histidin biyosentezinde kullanilan 3 adet enzimi kodlar. Plazmidteki HIS4 bolgesi
kisa bir polilinker dizi ile reporter olarak kullanilan B-galaktosidaz'i kodlayan E. coli
lacZ geniyle birlestirilmistir. Plazmid ayrica bakteri ve maya i¢in replikasyon
orijinlerini, kullanilan maya suslarin urasil prototrofisini telafi eden S. cerevisiae
URAS3 genini ve bakterilerde ampisilin direnci saglayan bla genini de bulundurmaktadir
(Taliaferro ve Farabaugh 2007). EST3-lacZ gen flizyonlarini igeren plazmitlerin yapisi
Sekil 3.1'de gosterildi.
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Sekil 3. 1. EST3-lacZ gen fiizyonlarini igeren plazmitlerin yapis1 (Bayram 2003'ten
degistirilerek alinmistir).

Farkli karbon kaynaklarinin EST3 c¢erceve kaymasi oranina etkisini 6lgmek i¢in iki
farkli plazmit kullanildi. EST3-lacZ FrameShift (EST3-FS) yapisinda EST3 okuma
gergevesi mutasyona ugramamis halinde bulunurken EST3-lacZ FrameFusion (EST3-
FF) yapisinda heptamerik cer¢eve kaymasi bolgesinde (bkz. Sekil 2.3) tek bir niikleotit
eksik oldugu i¢in agik okuma c¢ergevesi +1 gergeve kaymasi etkisiyle translate edilir
(Sekil 3.1). Bu plazmitlerin segici ortamda seleksiyon devam ettigi siirece hiicrede
kaybolmadan stabil olarak kaldiklari, kopya sayilarinin sabit oldugu ve hiicreden

hiicreye ¢ok degismedigi daha 6nceki arastirmalarda gosterilmistir (Liao ve ark. 1987).

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

Arastirmada kullanilan EST3-FS ve EST3-FF yapilarini igeren plazmitler E. coli DH5a
susuna transformasyon ile aktarilarak cogaltildi. E. coli hicrelerine DNA'y1 igine
alabilme yetkinligine (competence) kazandirmak i¢cin MgCl,/CaCl, yontemi daha 6nce

aciklandig1 sekilde uygulandi ve hiicreler transformasyonda kullanildi (Ausubel ve ark.
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1987). E. coli’ye transformasyon igin once bakteri hiicreleri -80°C’deki stoktan alinip
37°C’de LB petrilerinde iiretildi. Petride aktif olarak tireyen bakteri kolonileri 10 ml LB
s1vi ortamda bir gece boyunca iiretildi. Daha sonra s1v1 bakteri kiiltiirden 100 ul alinip
10 ml LB'ye eklenerek logaritmik faza kadar 37°C’de iiretildi. Transformasyon sonrasi
bakteriler LB-ampicillin petrilerinde buyuttldukten sonra secgilerek LB-ampicillin sivi
ortamda bir gece boyunca uretildi (Ek 1).

E.coli’ye transforme edilip ¢ogaltilan EST3-FS ve EST3-FF plazmitleri ticari olarak
saglanan plazmit saflastirma kiti kullanilarak izole edildi. E. coli’den plazmit
saflastirma isleminde iiretici firma tarafindan verilen yontem izlendi. EST3-FS ve EST3-

FF plazmitleri 100 pl 1X pH=7.4 TE ¢0zeltisi i¢inde -70°C’de sakland1 (Ek 1).

3. 5. Plazmitlerin S. cerevisiae’ya Transformasyonu

Yaban tip ve mutant S. cerevisiae hiicreleri daha once tanimlanan lityum asetat-poli
etilen glikol (PEG) yontemi kullanilarak EST3-FS ve EST3-FF yapilarini igeren URA3
2um plazmitleri ile transforme edildi (Rose ve ark. 1990). Bunun i¢in 6nce 5 ml YPD
ortamlarina steril kiirdan kullanilarak 4°C’de saklanan stok S. cerevisiae suslarindan
ekim yapildi ve calkalamali inkiibatérde 130 devir/dakika hizda ve 30°C’de bir gece
boyunca iretildi. Siv1 kiltiirdeki S. cerevisiae suslarmin 250 pl'si taze 25 ml YPD
ortamina eklendi ve ayni sartlarda logaritmik agsamaya (ODg00o=0.8-1.0) kadar uretildi.
Logaritmik fazdaki S. cerevisiae hiicreleri santrifiijde 3000g’de 5 dakika ¢oktiiriildii.
CoOken S. cerevisiae hiicreleri siipernatant atildiktan sonra 25 ml steril saf su eklenip
vortexlendikten sonra tekrar santrif(lj ile 3000g’de 5 dakika c¢oktiiriilerek yikandi.
Stipernatant atilip ¢oken S. cerevisiae hucreleri taze 1 ml 0.1M lityum asetat
cozeltisinde ¢ozuldl. Sivi faz atilip ¢oken S. cerevisiae hiicreleri taze hazirlanmig 1ml
steril 0.1 M lityum asetat c¢oOzeltisinde suspanse edildi. Mikroftj tuplerindeki
siispansiyon 10 sn boyunca mikrosantrifiij cihazinda en yiiksek hizda ¢oktiiriildii.
Sonrasinda lityum asetat S. cerevisiae siispansiyonundan pipet araciligiyla uzaklastirild
ve 450 ul 0.1 M lityum asetat eklenerek hiicreler ile tekrar bir siispansiyon olusturuldu.

Bu siuspansiyondan 50 pl miktarlik kisim steril mikrofiij tiiplerine alind1 ve en yiiksek
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hizda tekrar 10 sn boyunca mikrosantrifiij cihazinda ¢oktiiriildiikten sonra lityum asetat
pipetle uzaklagtirildi. Daha sonra mikrofiij tiiplerindeki S. cerevisiae ¢okeltilerinin
ustline 5-6 ug denatiire edilmis herring sperm DNA’s1, 4-5 pg plazmid DNA’s1, 36 pl 1
M lityum asetat, 240 ul PEG ve 60 pl steril saf su ilave edildi. Bu plazmit-maya hiicresi
karisimlar1 30°C’de etiivde 30 dakika bekletildi. Daha sonra bu hiicre plazmit karigimi
42°C’lik su banyosunda 30 dakika 1s1 sokuna maruz birakildi. Ardindan
mikrosantrifijde 8000 rpm’de 15 sn ¢oktirildii ve transformasyon Kkarisimi
mikropipetle uzaklastirildi. Coken S. cerevisiae hiicreleri 400-500 pl steril saf suda
stispanse edildi. Bu hiicre stispansiyonundan 75-100 ul miktarlik kismi1 urasil igermeyen
sentetik tam minimal treme ortami (SC-Ura + %2 glukoz) petrilerine ekildi ve
30°C’deki etiive birakildi (Ek 1). S. cerevisiae transformantlarinin tiremeleri i¢in petriler
30°C’de 3-4 gin bekletildi. S. cerevisiae transformantlarini igeren petriler
aragtirmalarimiz siiresince +4°C’de sakland1 ve B-galaktozidaz dl¢limlerine hazirlik igin

stvi kiilttirlere ekilmek tizere 6-8'er adet koloni secilip yeni minimal petrilere pasajlandi.

3. 6. S. cerevisiae Transformantlarimin Uretilmesi

Farkli karbon kaynaklarinin Est3p translasyonu iizerindeki etkisini 6lgmek igin EST3-
FS ve EST3-FF plazmitlerini iceren URA™ S. cerevisiae transformantlari -Ura SC'ya
farkli miktarlarda seker eklenmesiyle elde edilen farkli lireme ortamlarinda tiretildi.
Secgilen karbon kaynaklar1 %0.05 glukoz (glukoz derepres), %2 glukoz (glukoz
baskilama) ya da %2 gliserol laktat (alternatif karbon kaynagi) olmak tizere li¢ farkli

ortam olusturdu.

S. cerevisiae hiicreleri 5'er mL’lik Sc-Ura + % 2 glukoz igeren sivi besiyerlerine ikili set
olarak ekildikten sonra calkalamali etiivde 30°C’de 140 devir/dakika hizda bir gece
boyunca duragan faza kadar iretildi. Daha sonra bu duragan faz S. cerevisiae
kiiltirlerinden 200'er pl almip 15 ml taze Sc-Ura + % 2 glukoz besiyerine ekim
yapilarak ayni sartlarda logaritmik faza kadar (4 saat) iiretildi. Bu asamada S. cerevisiae
kiltirlerinin 5 ml’si glukoz baskilama kosullarmin Est3p translasyonu uzerindeki

etkisini Olgmek iizere ayrilarak Bolim 3.7'de aciklandigr gibi enzimatik deneye
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hazirlandi. S. cerevisiae kiiltiiriniin diger 10 mL’lik bolimii ise santrifiijde ¢oktiiriildii
ve 5 ml steril su ile yikandiktan sonra glukoz derepres ve alternatif karbon treme
kosullarina aktarilmak tizere ikiye ayrilarak 5 ml’lik Sc-Ura + % 0.05 glukoz ve Sc-Ura
+ %2 gliserol laktat iceren besi yerlerine aktarildi. Bu kosullarda iireme igin S. cerevisae

kultarleri tekrar 4-5 saat siiresince iiremeye birakildi.

Bu Ureme sireci sonunda S. cerevisiae hiicreleri santrifiij ile 3000g’de ¢oktiiriildii.
Coktlrilen S. cerevisiae kiiltiirleri 1 ml’lik steril saf su ile bir kez yikanip tekrar
coktiirildii. Son olarak hiicre ¢okeltisinin iizerine 200 pl lizis tampon ¢ozeltisi eklendi

ve hiicreler bu sekilde -70 °C’de donmaya birakildi (Ek 1).

Hiicrelerin biiylime asamasinin Est3p translasyonu Uzerindeki etkisini 6lgmek igin
duragan faz S. cerevisiae kiiltiirlerinden 200'er pl alinip 5 ml taze Sc-Ura + % 2 glukoz
besiyerine ekim yapilan hiicreler ayni1 sartlarda 24 ve 48 saat olmak iizere iki farkli
zaman dilimi boyunca duragan faza kadar iiretildi. Uclincii bir kultiirdeki hiicreler ise
48 saat uretim sonunda toplu olarak taze Sc-Ura + % 2 glukoz besi yerine aktarildi ve 4
saat boyunca inkiibe edildi. Ureme siirecleri sonunda hiicreler cergeve kaymasi

oranlarinin 6l¢iimii i¢in enzimatik deneye hazirlandilar.

3.7. Cerceve Kaymasi Oranlarinin Olciilmesi

Lizis tampon c¢ozeltisi iginde dondurulan S. cerevisiae hiicleri p-Galaktozidaz
aktivitelerinin Ol¢iimiinden Once oda sicaklifinda 5 dakika bekletilerek ¢oziindii.
Coziinen hiicre siispansiyonlarinin 20 pl saf kloroform ve %0.1’lik 20 pl SDS
eklendikten sonra 10-15 saniye siireyle en yiiksek hizda vortekslenmesiyle permeabilize
olmus hiicre lizatlar1 elde edildi. S. cerevisiae siispansiyonlarindan 20 pl'lik bir miktar
980 ul’lik B-galaktozidaz tampon ¢ozeltisi (Z tampon ¢ozeltisi) igine ilave edildi. Daha
sonra ¢Ozelti B-Galaktozidaz aktivitesi i¢in optimum olan sicakliga ulagabilmesi adina
su banyosunda 30°C’de 2 dakika 6n inkiibasyona tabi tutuldu ve bu siire sonunda hiicre

karisimina yiiksek miktarda (200 pl) substrat olarak kullanilacak ONPG (Orto Nitro
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Phenyl Galactoside) eklenerek 30°C’de karisimin renksiz halden post-it sarisi renk
alana kadar ihtiya¢ duydugu siire 6l¢iildii. Bekleme siiresi sonunda B-Galaktozidaz
reaksiyonlart 500 pul 1M sodyum karbonat ilave edilerek durduruldu. Reaksiyon tupleri
1000g’de santrifuj edilerek hiicreler ¢oktiiriildii. Cozeltilerin sogurumlart 420 nm’de

spektrofotometre kullanilarak 6l¢iildii (Ek 1) (Guarente 1983).

Permeabilize edilen S. cerevisiae siispansiyonlarinin toplam protein konsantrasyonlarini
O0lcmek icin daha once agiklandigi sekilde Lowry metodu kullanildi (Lowry ve ark.
1951). 10 mI’lik cam tiiplere 180 ul’lik steril steril su konulduktan sonra permeabilize
edilmis hiicre lizatlarindan 20 pl suyun i¢ine eklendi. 1 ml Lowry C ¢ozeltisi eklenerek
elde edilen karisim vortex ile kisa siire calkalandi. Oda sicakliginda 10 dakika
bekletildikten sonra karigtma 1IN folin fenol (Sigma F 9252) ¢ozeltisinden 100 pl
eklenerek vorteks edildi (Ek 1). Oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra olusan

mavi renkli protein komplekslerinin sogurumlart OD7so'de belirlendi.

[-galaktozidaz aktiviteleri daha 6nce agiklandigi sekilde hesaplandi (Ek 2) (Ausubel ve
ark. 1987). Sonuglar dakikada 1 mg protein tarafindan hidroliz edilen nmol ONPG
(nmol ONPG/dk/ mg protein) olarak elde edildi. EST3-FF yapisindan elde edilen enzim
aktivitesi translasyon olaylarinin tiimiinii temsil ederken EST3-FS yapisindan elde
edilen enzim aktivitesi ¢erceve kaymasi ger¢eklesen translasyon olaylarini temsil ettigi
icin ¢erceve kaymasi oran1 EST3-FS'in EST3-FF'e orani olarak hesaplandi ve sonuglar
yuzde olarak verildi. Sonuglarin ¢ogunda standart sapmanin %10’nun altinda oldugu

bulundu.

3. 8. Farkh Karbon Kaynaklarimin S. cerevisiae iireme hizina etkisinin 6lciilmesi

Bu aragtirmada karbon kaynagi olarak kullanilan glukoz ve gliserol laktatin yaninda
yavasca fermente edilen ve kismi olarak solunuma tabi olan galaktozun S. cerevisiae
hiicrelerinin {ireme hizina olan etkilerini karsilastirmak igin bu tii¢ farkli karbon

kaynagindan biiylime egrileri olusturuldu. Bunun i¢in duragan faz S. cerevisiae

22



kalturinden ODg0o=0,2 olacak miktarda alinip 5'er ml'lik Sc-Ura + % 2 glukoz, Sc-Ura
+ %2 galaktoz ve Sc-Ura + %2 gliserol laktat besi yerlerine ekim yapildiktan sonra
30°C'de inkiibe edilen hiicrelerin 120 dakikada bir 600nm'de sogurumlar1 olgtildi ve

10'ar saatlik biiylime egrileri olusturuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Farkl Karbon Kaynaklarinin S. cerevisiae Ureme Hizina Etkileri

Boliim 2'de bahsedildigi lizere fermente edilemeyen karbon kaynaklarinda iiretilen S.
cerevisiae hucrelerinin glukoz gibi fermente edilebilir olanlarda uretilenlere oranla daha
yavas iredigi bilinmektedir. Bu arastirmada kullanilan glukoz ve alternatif karbon
kaynag1 olarak kullanilan gliserol laktatin maya hiicrelerinin iireme hizi {izerindeki
etkilerini karsilagtirildiginda Sekil 4.1'de goriildiigii lizere glukozda firetilen hiicrelerin
¢ok daha hizli ¢ogaldig1 goriildii. Bu iki karbon kaynagi yaninda yavasca fermente
edilen ve kismi olarak solunuma tabi olan galaktozun da iireme hizina etkisi
Olciildiiglinde hiicrelerin glukozdakinden daha yavas, gliserol laktattakinden ise daha

hizl1 bir biiyiime gosterdikleri gézlemlendi.
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Sekil 4.1. Farkli karbon kaynaklarinda S. cerevisiae tireme hizlari.
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4.2. Farkh Karbon Kaynaklarinin EST3 Cerceve Kaymasi Oranina Etkileri

Farkli karbon kaynaklarinin EST3 ¢ergeve kaymasi oranlarina etkisini hesaplamak ig¢in
EST3-lacZ FS yapisindan elde edilen enzimatik aktivitenin FF yapisindan elde edilen

enzim aktiviteye orani hesaplandi ve sonuglar yiizde olarak verildi.

Est3p iiretimi sirasinda farkli karbon kaynaklarinin ¢ergeve kaymasi oranlarina etkileri
karsilastirildigt zaman hiicre bolinme hiziyla korelasyon bulundu. Bolim 2'de
bahsedildigi iizere ¢er¢eve kaymasi ¢evresel kosullardan etkilenebilen, hatta ¢evresel
kosullar tarafindan programli olarak yonetilebilen bir mekanizmadir. Cerceve
kaymasmin gen ifadesi kontrol basamaklarindan biri olarak kullanildig:i hiicresel
stiregler tanimlanmistir. Bu aragtirmada yiiksek glukoz iceren lireme ortaminda tiretilen
glukoz baskilama kosullarina maruz kalmis hiicrelerin Est3p tiretimi sirasinda her yiiz
translasyon olayinin 8,83'linde ¢erceve kaymasi gergeklestigi goriiliirken diisiik glukoz
iceren iireme ortaminda glukoz baskilamanin kalktig1r ve derepres kosullar olustugu
durumda bu oranin %4,88'e inerek yaklasik 2 kat azaldigi goriildii. S. cerevisiae
hiicreleri  tarafindan tercih edilen karbon kaynagi olan glukozun yiksek
konsantrasyonda bulundugu iireme ortamlarinda hiicre iireme hizinin da arttig1
bilinmektedir. Ureme ortaminda glukoz bulunmadigi zaman alternatif karbon kaynag
olarak kullanilan gliserol laktat ile {iretilen hiicrelerde ise ¢er¢eve kaymasi oran1 %0,89
olarak ol¢iildii. Glukoz baskilamasina maruz kalan hiicrelerle kiyaslandiginda yaklasik

10 kat daha az EST3 translasyonuna rastlandi (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Farkli karbon kaynaklariin yaban tip suslarda ¢er¢eve kaymasina etkileri

Ureme Kosullar Cerceve Kaymasi Oram? Karbon Kazy nagl
Farki
0
Glukoz Baskilama (R, %2 8,83 + 0,84
Glukoz)
0,
Glukoz Derepres (DR, %0.05 4,88 + 0,68 181
Glukoz)
Alternarif Karbon (GL, %2
Gliserol Laktat) 0,89 £0,04 9,92

'EST3 ¢ergeve kaymasi oranlari her yiiz adet translasyon olayinda meydana gelen
cergeve kaymasi miktari olarak verilmistir.

Degisim oranlar1 R kosula gére kat azalma (-) veya artis (+) olarak verilmistir.

4.3. STM1 Geninin EST3 Cerceve Kaymasi Regiilasyonundaki Roli

EST3 ¢erceve kaymasi oranlarini diizenlemede gorev alabilecek potansiyel protein
aktorlerin tespiti i¢in bazi aday proteinler belirlendi ve bu proteinleri igermeyen maya
suslar1 kullanarak yaban tip susta oldugu gibi karbon kaynagi deneyleri yapildi. Bolim
2'de bahsedildigi iizere Stmlp uzun siireli besin agligr sonrasi maya hiicresinin
iyilesmesinde rol oynayan bir proteindir. Ayrica translasyonu inhibe ettigi
bilinmektedir. Ribozom ve Stmlp'in kristal yapilar1 goriintiillendiginde Stmlp'in

mRNA'nin yolunu takip ettigi belirlenmistir.

Glukoz iceren iireme ortaminda iiretilen glukoz baskilama kosullarina maruz kalmisg
Astml hiicrelerde EST3 iiretimi sirasinda ¢ergeve kaymasi orani %5,72 olarak ol¢iildii.
Diisiik glukoz iceren iireme ortaminda glukoz baskilamanin kalkti§i ve derepres
kosullar olustugu durumda bu oranin %1,82'ye inerek 2 kattan daha fazla azaldig
goriildi. Alternatif karbon kaynagi olarak kullanilan gliserol laktatta iiretilen hicrelerde

ise ¢erceve kaymasi orani %1,00 olarak 6l¢iildii. Bu miktar glukoz baskilamasina maruz
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kalan hiicrelerle kiyaslandiginda yaklagik 6 kat daha az EST3 translasyonunu anlamina
gelmektedir (Cizelge 4.2). Yani Astm1 hiicrelerinde de, yaban tip hiicrelerde oldugu gibi
Est3p iiretimi sirasinda farkli karbon kaynaklarinin ¢ergeve kaymasi oranlarina etkileri

ile hiicre boliinme hiz1 arasinda korelasyon bulundu.

Yaban tip sus ile gerceve kaymasi oranlari karsilastirildiginda glukoz baskilama
kosullarina maruz kalmis Astml hiicrelerinin ¢ergeve kaymasi oranmin yaban tip
hlcrelere gore 1,5 kattan daha fazla azaldig1 goriildii. Derepres kosullar altinda Astm1
hiicreleri yaban tip hiicrelere kiyasla 1,7 kat daha az Est3p flirettiler. Alternatif karbon
kaynaginda Uretilen hiicrelerde ise ¢ergeve kaymasi orani bazal seviyelerde kaldi

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Farkli karbon kaynaklarinin Astm 1 hiicrelerde ¢erceve kaymasina etkileri

Ureme Kosullar Cerge(\;i:flﬁ:ly mast Kay};:;’ ggrklz Sus Farl?
2 ok | 872072 154
Glukos Otgeglﬁ’lfgz()DR’ 2,82+0,19 2,02 1,73
el | e | sn | o

'EST3 cergeve kaymasi oranlart her yiiz adet translasyon olayinda meydana gelen
cerceve kaymasi miktari olarak verilmistir.

2Degisim oranlari R kosula gore kat azalma (-) veya artis (+) olarak verilmistir.

3Degisim oranlar1 ayn1 karbon kaynaginda yetisen yaban tip susa gore kat azalma (-)
veya artis (+) olarak verilmistir.
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4.4. ASC1 Geninin EST3 Cerceve Kaymasi Regiilasyonundaki Rolii

Boliim 2'de bahsedildigi lizere Asclp ¢esitli sinyal molekiilleriyle etkilesen ve glukoz
sinyalinde rol aldig1 bilinen bir proteindir. Ayrica ribozomun mRNA ¢ikis kanalinda yer

aldig1 bilinmektedir. Ribozoma bagka proteinleri getiren scaffold islevi vardir.

Glukoz baskilama kosullarina maruz kalmis Aasc/ hiicrelerde Est3p {iretimi sirasinda
cerceve kaymasi oran1 %2,60 olarak Olciildii. Diisiik glukoz igeren lireme ortaminda
glukoz baskilamanin kalktig1 ve derepres kosullar olustugu durumda bu oranin %1,69'a
inerek 1,5 kattan daha fazla azaldigi goriildii. Alternatif karbon kaynagi olarak
kullanilan gliserol laktat ile Gretilen hiicrelerde ise ¢erceve kaymasi orant %0,33 olarak
Olgildu. Gliserol laktatta iiretilmis hiicrelerdeki ¢er¢eve kaymasi orani glukoz
baskilamasina maruz kalan hiicrelerle kiyaslandiginda neredeyse 8 kat azalma gosterdi
(Cizelge 4.3). Bu demek oluyor ki dasc1 hiicrelerinde de, yaban tip ve Astm1 hiicrelerde
oldugu gibi Est3p iiretimi sirasinda farkli karbon kaynaklarinin cergeve kaymasi

oranlarini yaptiklari etki ile hiicre cogalma hiz1 arasinda korelasyon bulundu.

Yaban tip sus ile ¢erceve kaymasi oranlar1 karsilastirildiginda, Adascl hiicrelerindeki
cergeve kaymasi seviyelerinde Astml hicrelerdekinden daha dramatik bir azalma
gbozlemlendi. Glukoz baskilama kosullarinda Aascl hiicrelerinin ¢erceve kaymasi
oraninin yaban tip hiicrelere gore neredeyse 3,5 kat azaldig1 goriildii. Derepres kosullar
altinda Adascl hiicreleri yaban tip hiicrelere kiyasla neredeyse 3 kat daha az Est3p
urettiler. Alternatif karbon kaynaginda biiyiitiilen hiicrelerde ise ¢erceve kaymasi orani

yine bazal seviyelerde kaldi (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Farkli karbon kaynaklarinin dascl hiicrelerde ¢ergeve kaymasina etkileri

Ureme Kosullar Cerge(\;i;fl?ly st Kay};:g) ggrklz Sus Farl?
Gl Ptaana @ | 2002
"oz Glsorol Laka) | 033035 e =0

'EST3 ¢ergeve kaymasi oranlari her yiiz adet translasyon olayinda meydana gelen
cergeve kaymasi miktari olarak verilmistir.

?Degisim oranlar1 R kosula gore kat azalma (-) veya artis (+) olarak verilmistir.

3Degisim oranlar1 ayn1 karbon kaynaginda yetisen yaban tip susa gore kat azalma (-)
veya artis (+) olarak verilmistir.

4.5. SNF1 Geninin EST3 Cerceve Kaymasi Regiilasyonundaki Rolii

Boliim 2'de bahsedildigi tizere Snflp derepressed kosullarin olugsmasinda ¢ok dnemli bir
faktordiir. Glukozun kisitli oldugu ortamlarda veya glukozdan daha az tercih edilen
karbon kaynaklarinin  kullanominda  gereklidir. Biiyilk bir gen grubunun
transkripsyonunu regiile eder. Enzim aktivitelerini modifiye eder. Cok ¢esitli ¢evresel
kosula cevapta gorev aldigi bilinmektedir. Asnf/ maya susunda, bu arastirmada
kullanilan ve her biri Snflp iireten diger suslarin aksine karbon kaynagindaki degisimin

cergeve kaymasi oranlarina etki etmedigi goriildii.

Glukoz baskilama kosullarinda Uretilen Asnfl hiicrelerde Est3p iretimi sirasinda
cergeve kaymasi orani %06,28 olarak 6l¢iildii. Derepres kosullarda bu oranin %5,03'e
indigi goriildii. Alternatif karbon kaynagi olarak kullanilan gliserol laktatta Uretilen

hiicrelerde ise c¢ergeve kaymast oran1 %6,32 olarak oOlciildii. Yiiksek glukoz
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konsantrasyonunda firetilmis hiicrelere nazaran ger¢eve kaymasi oranlarindaki azalma
oran1 hem diisiik glukoz hem de gliserol laktatta biiylimiis hiicrelerde 1:1'e yakin
(swrasiyla 1,25 ve 1,01) olarak hesapland1 (Cizelge 4.4). Biitiin diger suslardan farkli
olarak karbon kaynagindaki degisimlerin ¢erceve kaymasi oranlarina biiyliik miktarda

etki etmedikleri goralda.

Yaban tip sus ile cerceve kaymasi oranlar1 karsilastirildiginda, glukoz baskilama
kosullarinda iiretilmis Asnf1 hiicrelerindeki ¢er¢eve kaymasinda yaklasik 1,5 kat azalma
goriiliirken derepres kosullar neredeyse 1:1 orani (1,03 azalma) gosterdi. Alternatif
karbon kaynaginda Uretilen diger suslarda ¢erceve kaymasi oranlari bazal seviye oldugu
anlagilan %1 oranlar etrafinda seyrederken Asnfl hicrelerinde yaban tip hicrelere

nazaran 7 kattan daha biiyiik bir ¢cergeve kaymasi artist goriildi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Farkli karbon kaynaklarinin Asnf1 hiicrelerde ¢er¢eve kaymasina etkileri

Ureme Kosullar Cerg:e(\)'i :f::ly mast Kayl::g? ;:rklz Sus Farks
Glugrlaana ® | 65029
005 Gloker) | 503008 e e
"oz Glserol Lakiay | 632008 o o

'EST3 cergeve kaymasi oranlart her yiiz adet translasyon olayinda meydana gelen
cerceve kaymasi miktari olarak verilmistir.

2Degisim oranlari R kosula gore kat azalma (-) veya artis (+) olarak verilmistir.

3Degisim oranlar1 ayn1 karbon kaynaginda yetisen yaban tip susa gore kat azalma (-)
veya artis (+) olarak verilmistir.
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4.6. Hiicrelerin Ureme Asamalarinin EST3 Cerceve Kaymasi Oranina Etkileri

S. cerevisiae'da biiyiime asamasinin Est3p translasyonu tzerindeki etkisini élgmek igin
hiicreler duragan fazda uzun siire bekletildi. Cizelge 4.5'te duragan faz hiicrelerinin
cergeve kaymasi oranlart logaritmik faza kadar iiretilmis hiicrelerinkiyle karsilastirildi.
Karsilagtirma yapilirken baslangic karbon kaynagi konsantrasyonu duragan fazdakilerle
ayni olan %2 glukozda iiretilmis logaritmik faz sonuglar1 segilerek karsilastirmanin ayni
iireme sartlar1 {izerine dayandirilmasi hedeflendi. Hiicreler 24 saat boyunca
tiretildiklerinde cergeve kaymasinda logaritmik faza oranla neredeyse 2 kat azalma
goriildii. Ureme siiresi 48 saate ¢ikarildiginda azalma 2,5 kata ulast1. 48 saat iiretildikten
sonra taze besi yerine aktarilip inkiibe edilen hiicrelerde ise ¢erceve kaymasinda tekrar

bir artis gdzlemlendi ve logaritmik faza oranla fark 2 katina indi.

Cizelge 4.5. Bulunduklar1 tireme asamasinin hiicrelerde gergeve kaymasina etkileri

.. Cerc¢eve Kaymasi Ureme asamasi
Ureme Kosullar Orani’ farki?
24 saat 4,48 + 0,81 -1,97
48 saat 3,53+0,41 -2,50
48 saat + 4 sae_lt Taze 4.40 + 0,63 22,01
besi yeri

'EST3 cergeve kaymasi oranlart her yiiz adet translasyon olayinda meydana gelen
cerceve kaymasi miktari olarak verilmistir.

’Degisim oranlar1 ayn1 karbon kaynaginda logaritmik faza kadar biiyiitiilen hiicrelere
oranla kat azalma (-) veya artis (+) olarak verilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Aragtirmalarimizda glukoz sinyalinin Est3p iiretilirken gerceklesen g¢ergeve kaymasi
orani lizerinde etkin oldugu bulunmustur. S. cerevisiae’da glukoz sinyali maya karbon
metabolizmasini diizenleyen en 6nemli 6gelerden biridir ve karbon kaynagi se¢iminin
hiicre biiyiimesine dogrudan bir etkisi oldugu bilinmektedir. Yiksek glukoz
konsantrasyonundaki hiicrelerin gliserol laktat gibi alternatif karbon kaynaklarina oranla
cok daha hizli bolinmelerinin sebebinin glukozun en verimli sekilde fermante
edilebilen ve maya hiicrelerinin en hizli sekilde yiiksek miktarlarda etanol biriktirmesini
saglayabilen ve boylece ¢evredeki rakip mikroorganizmalarin ortaminda barmmasini
engellemesiyle hiicrelere evrimsel bir avantaj saglayan seker oldugu diisiiniilmektedir.
Hiicrelerin hizla ¢ogalmasi etanol birikiminin artmasina saglanan katkinin bir baska

kaynagidir.

Hiicrelerin hizla ¢ogalmasi genomonun da hizla kopyalanmasi ihtiyacin1 dogurur. Her
yavru hiicreye tam bir set genom gitmesi icin genetik materyalin kopyalanma hizi
hiicrelerin boliinme hiziyla orantili olmalidir. DNA replikasyonu sirasinda DNA
polimerazin kromozom uglarinda primer kullanmasindan otiirii ortaya c¢ikan ug
kopyalama sorununun ¢éziilmesi i¢in telomerlerin {iretilmesinine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu gorev i¢in Ozellesmis telomeraz enziminin aktivitesinin de hiicre bdliinme hiziyla
uyumla olacak sekilde kontrol edilmesi olas1 goriinmektedir. Hiicre boliinme hizina
dogrudan etki eden karbon kaynagi se¢iminin telomerazin diizenleyici altbirimi olan
Est3p'nin hiicrei¢i konsantrasyonuna da etki etmesi bu baglamda degerlendirilebilir.
Arastirmalarimizda karbon kaynagi seciminin ¢ergeve kaymasi verimine olan etkisinin
secilen karbon kaynaginin hiicre bdliinmesine olan etkisiyle orantili oldugu

gorilmiistiir.

EST3 cerceve kaymasi oranlarini belirlemek i¢in bu aragtirmada -galaktosidaz enzim
aktiviteleri 6l¢iilmistiir. Bunun yaninda ayrica K6In Genetik Enstitlisu'nde de paralel bir
arastirma yiiriitiilmiis ve Est3p seviyeleri myc-tag iceren plazmitler yardimiyla western

blot yontemi kullanilarak ol¢iilmiistiir. Protein seviyeleri diisiik oldugu i¢in fliiorisima
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ile goriintiilenememistir. Deney diizenegi EST3 genindeki ¢ergeve kaymasi seviyelerini

Olecmek iizere optimize edilmelidir. Bu amagla baska bir proje tasarlanabilir.

EST3 ¢er¢eve kaymasi iizerinde karbon kaynagi kaynakli degisimlerin glukoz sinyaline
mi yoksa hiicrelerin biiylime hizini etkileyen baska bir duruma mi bagli oldugunu
anlamak icin duragan fazda uzun siire bekletilen hiicreler ile ¢ergceve kaymasi 6l¢timleri
yapilip oranlar logaritmik faza kadar {retilmis hiicrelerinkiyle karsilagtirilmistir.
Cergeve kaymasi oranlariin karbon kaynagi ayni1 olmasina ragmen uzun siire liremeye
birakilan hiicrelerde yariya indigi goriilmistiir. Karsilastirma yapilirken baslangig
karbon kaynagi konsantrasyonu duragan fazdakilerle ayni olan yiliksek glukoz
konsantrasyonunda iiretilmis logaritmik faz sonuglari sec¢ilmistir. Cerceve kaymasi
oranlarina bakildigi zaman 24 ve 48 saat boyunca iiretilen hiicrelerindeki oranlarin
logaritmik faza kadar iretilmis yliksek glukoz konsantrasyonu seviyelerinde degil,
logaritmik faza kadar firetilmis diisik glukoz seviyelerinde oldugu goriilmistiir.
Inkiibasyon sirasinda hiicrelere besin takviyesi yapilmadigindan dolay:r ortamdaki
glukoz konsantrasyonunun diismesi beklendigi i¢in bu sonu¢ glukoz sinyal yolagiyla
EST3 cerceve kaymasi veriminin arasinda bir iliski olduguna dair kaniy1 destekler
niteliktedir. 48 saat biiylitilen hiicreler taze besi yerine aktarilip yiliksek glukoz
konsantrasyonunda inkiibe edildigi zaman ¢erceve kaymasi oraninin tekrar ytikseldigi
gozlemlenmistir. Fakat elde edilen gerceve kaymasi orani logaritmik faz hiicreleriyle
karsilastirildiginda diisiiktiir. Bunun sebebinin uzun siireli duragan fazdan sonra taze
besi yerine hiicrelerinin tamami aktarildigi i¢in hiicre miktarinin logaritmik faz igin
ekilen hiicre miktarindan ¢ok daha fazla olmasi1 ve ayni siire boyunca yiiksek glukoz
konsantrasyonunda inkiibe edilmelerine ragmen duragan faz hiicrelerinin ortamindaki
glukozun cabuk tlikenmis olmasi oldugu tahmin edilmektedir. Hiicreler uzun siire
duragan fazda bekledikten sonra yikiyarak ayirma ("elutriation") yontemiyle yeni
iireyen hiicreler ile yash hiicrelerin birbirinden ayrilmasi ve deneyin tekrarlanmasi bu

konuda daha net bir sonu¢ ¢ikmasini saglayabilir.

EST3 ¢ergeve kaymasinin glukoz sinyaliyle diizenlendigini destekleyen en 6nemli bulgu

karbon kaynagmin hiicreler iizerinde yaptigi etkinin SNF1 mutant hicrelerde etki
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gostermemis olmasidir. Snflp'nin, diisiik glukoz konsantrasyonu ortamlarinda
hiicrelerin alternatif ya da fermente edilemeyen karbon kaynaklarinda biiyiimelerini
sagladig1 bilinmektedir. Snflp, Miglp'nin aktivitesini engelleyerek cogunlugu alternatif
karbon kaynaklarinin metabolize edilmesiyle ilgili olmak iizere en az 90 farkli genin
baskilanmasini kaldirir. Ayrica Cat8p ve Sip4p aktivitelerini arttirarak glukoneogenez,
solunum ve glioksilat dongude gorev alan genlerin ifade seviyelerinin yikselmesini
saglar. Glukozun varliginda Snflp inaktif durumda olur, yani AsnfI hlcreler karbon
kaynagindan bagimsiz olarak glukoz baskilama etkisi altinda biiyiirler. Arastirma
sonuglarimiza bakildiginda yaban tip hiicrelerde gliserol laktat etkisiyle %0,89 oraninda
cerceve kaymasi goriiliirken Asnf7 hiicrelerin ¢erceve kaymasinin %6,32'ye yiikselerek
7 kat oraninda artmis olmas1 Snflp'nin eksikliginin hiicre agisindan anlami géz Oniine
aliarak degerlendirildiginde cer¢eve kaymasi {lizerinde glukoz sinyalinin etki ettigini
gostermektedir. Snflp'nin aktive oldugu glukoz yoksunu durumlarda ¢ergeve kaymasi
diisiik seviyede goriiliirken Snflp'nin inaktive oldugu glukoz baskilama kosullarinda ya
da Snflp'ne sahip olmayan mutant hiicrelerde gerceve kaymas yiiksek seviyelerdedir.
Cerceve kaymasinda Snflpmin aktive ettigi yolaklardan birinin baskilayic1 etkisi

olabilecegi gibi glukoz sinyalinin aktive edici bir etkisi de s6z konusu olabilir.

Glukoz baskilamasi olarak adlandirilan durumda biiyiiyen hiicrelerde organizmanin tiim
genomundaki genlerin neredeyse yarisinin etkilendigi bilinmektedir. Karbon kaynaginin
EST3 cerceve kaymasi iizerinde etkisinin molekiiler mekanizmasii anlamak ig¢in
kullanilan diger mutantlarin se¢ciminde hem besin yolaklariyla iliskisi hem de ribozomla

etkilesimi oldugu bilinen Asclp ve Stm1p secilmistir.

Asclp'nin cergceve kaymasi iizerinde etkili olduguna dair yakin zamanli bagka
arastirmalar da yapilmistir. Wolf ve Grayhack (2015) Asclp'nin spesifik olarak CGA
kodonlarinda ¢erceve kaymasini baskiladigini bulmustur. Bu etkinin translasyon
sirasinda uzamakta olan amino asit zincirinin ¢ikis tiinelindeki durumuna gore peptidil
transferaz reaksyonunu veriminin etkilenerek ribozomun duraklamasma sebep
olabilmesiyle baglantili olabilecegini belirtmislerdir. ASC1 mutant1 hiicrelerde ¢ergeve

kaymas1 baskis1 kalktiginda mRNA {izerindeki ¢erceve kaymasi noktasinin uzamakta
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olan amino asit zincirinin ¢ikis kanalin1 ¢ogunlukla kapladigi bir noktada gerceklesmesi
dikkat ¢ekicidir. Bizim arastirmamizda ise Asclp'nin gerceve kaymasi lizerinde aktive
edici bir etki yaptigina dair bulgular elde edilmistir. dasc/ hiicrelerde gerceve kaymasi
oranlarmin 3 kat civarinda azaldigi goriilmiistir. Wolf ve Grayhack'in (2015)
arastirmalarinda ortaya koyduklart model EST3 ¢erceve kaymasi igin de gegerli olabilir.
Yalniz, EST3 cerceve kaymasi bolgesinde CGA kodonu olmadigi igin Asclpnin
etkisinin baskilayic1 degil aktive edici bir sonu¢ dogurmasi miimkiin olabilir. Stmlp
hakkinda benzer bir arastirma heniiz yapilmamis olsa da bizim aragtirmamiz sonucunda
Astm1 hicrelerde yaban tip hicrelere oranla 1.5 kat civari daha az gergeve kaymasi
gergeklestigi bulunmustur. Stmlp'min ribozomla etkilesimleri goz Oniine alindiginda
gelecekteki arastirmalarda cergeve kaymasi lizerinde Asclp gibi daha genel etkilerinin

bulunmasi miimkiin gériinmektedir.
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EKLER

Ek 1: Besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1:YPD (Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz)

YPD besiyeri S. cerevisiae igin tireme ortami olarak kullanilan zengin besiyeridir. YP
besi yeri i¢in 10 gram Yeast Ekstrakt ve 20 gram Pepton kullanildi. Toplam hacim 1
litre olacak sekilde distile su ile tamamlandi. Bu karisim 121°C’de 25 dakika otoklavda
steril edildi. YPD petrilerini hazirlamak i¢in siv1 besiyerine 20 gram/litre olacak sekilde

agar agar eklendi ve 121°C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.

Karbon kaynag1 olarak kullanilan glukoz %20’lik stok ¢ozelti halinde hazirlandi ve
121°C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. Kullanimdan hemen Once lireme ortamina

son konsantrasyonu %?2 olacak sekilde ilave edildi.

2: LB (Luria-Bertani sivi besiyeri)

10 gram Bacto tripton, 5 gram Yeast Ekstrakt ve 10 gram NaCl toplam hacim 1 litre
olacak sekilde distile su ile tamamlandi. 121°C’de 25 dakika otoklavda sterilize edildi.

LB-Ampisilin {ireme ortami i¢in ampisilin filtrede sterilize edildikten sonra son
konsantrasyonu 100 mg/litre olacak sekilde kullanimdan Once taze olarak {ireme

ortamina eklendi.

LB petrileri hazirlamak i¢in LB siv1 besiyerine 15 gram/litre agar agar eklendi ve daha
sonra 121°C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. LB-Ampisilin petrileri icin filtrede
sterilize edilmis ampisilin son konsantrasyonu 100 mg/litre olacak sekilde iireme

ortamina eklendi.

3: Sentetik tam —Urasil Ureme Ortam (Sc-Ura)

Sc-Ura S. cerevisiae transformantlart i¢in segici besiyeri olarak kullanildi. 6.7 gram
YNB (%0.5 amonyumlu, aminoasitsiz) 1 litre distile suda ¢oziildi ve 121°C’de 25
dakika sureyle olarak otoklavda sterilize edildi. Sc-Ura kati besiyeri igin son

konsantrasyon 20 gram/litre olacak sekilde agar agar eklenerek 121°C’de 25 dakika
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stireyle otoklavlandi. Aminoasit kaynagi olarak filtre sterilizasyon yontemiyle sterilize
edilmis urasil igermeyen aminoasit karigimi (Sigma Y-1501) son konsantrasyon 1.92
gram/litre olacak sekilde kullanimdan hemen 6nce iireme ortamina ilave edildi. Karbon
kaynag1 olarak steril glukoz veya gliserol laktat lireme ortamina son konsantrasyonu

Boliim 3'te verildigi sekilde ilave edildi.

4: 1X TE (pH:7.4)

10 mM Tris.HCI (pH: 7.6) ve 1 mM EDTA (pH: 8.0) stok c¢ozeltilerden seyreltilip
otoklavda sterilize edildi. Oda sicakliginda saklandi.

5: Lityum Asetat-TE

3.5 ml 250 mM Lityum asetat; 10 mM Tris pH:8.0, 1 mM EDTA pH:8.0 ile ¢ozllerek
hazirlandi. Karigim 0.45 um por ¢apli membran disk filtre ile steril edildi. Oda

sicakliginda saklandi.

6: %50 Polietilen Gilikol (PEG)

Polietilen Glikol (4000) distile suda %50’lik stok ¢ozelti olarak hazirlandi, 121°C’de 25
dakika otoklavda steril edildi.

7: Lizis tampon ¢ozeltisi

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

[B-galaktosidaz enzimatik aktivitesi boyunca tampon ¢ozelti olarak kullanildi. 60 mM
Na2HPO4.7H20, 40 mM NaH2PO4.H>0, 10 mM KCI, 1 mM MgS04.7H20 ve 50 mM B-

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

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

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

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

suda ¢ozalda.

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

olacak sekilde distile suda ¢oziildii.

Lowry C her deneyde taze olarak stok ¢ozeltilerden hazirlandi: 24.5 ml Lowry
A, 250 pl Lowry B1, 250 pl Lowry B2 karistirildi ve hemen kullanildi.

10: ONPG (O-Nitrofenil p-D-Galaktopiranozid)

Konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde Z tampon ¢ozeltisi i¢inde hazirlandi. +4°C’de

saklandi.
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Ek 2: B- Galaktozidaz aktivitesi hesaplanmasi

S. cerevisiae transformantlarimin ifadesi sonucu ortaya ¢ikan lacZ geninin triini [-

galaktosidaz enzimi aktiviteleri asagidaki formiile gore hesaplandi:

Aktivite: (ODas20x 1.7/0.0045)/(txVVxP)
ODg4z0: Sar1 rengin absorbansi

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

0.0045: ONPG’nin molar absorbsiyon katsayis1
t: B-galaktozidaz reaksiyon suresi (dakika)
V: B-Galaktozidaz 6l¢iimiinde kullanilan hiicre lizat1 hacmi (ml)

P: Hiicre lizatlarinin protein konsantrasyonlar1 (mg/ml)

B-galaktozidaz aktiviteli hesaplanmasinda yukaridaki formil excel tablosuna
doniistiiriilerek kullanilmigtir. Aktivite dakikada 1 mg protein tarafindan hidroliz edilen

nmol ONPG (nmol ONPG/dk/ mg protein) cinsinden verilmistir
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