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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

GLUKOZ VE AZOT SINYAL ILETIM YOLLARININ NTH1 GENI
TRANSKRIPSIYONUNA ETKILERININ MOLEKULER ANALIiZi

Tirkan TURAN

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Damsman: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Trehaloz genellikle stres kosullarinda S. cerevisiae hiicrelerinde fazla miktarda
sentezlenip hiicreleri olumsuz tlireme kosullarina karst korur. Trehaloz TPS enzim
kompleksi tarafindan sentezlenir. Trehalozun glukoz birimlerine yikimi ise trehalaz
enzimi tarafindan gerceklestirilmektedir. S. cerevisiae'da iki farkli trehalaz
belirlenmistir. Bu enzimler notral trehalaz (Nthlp) ve asit trehalazdir (Athlp). Bu
arasttrmada NTH1 geninin transkripsiyonuna glukoz ve azot sinyal iletim yollarmin
etkileri incelendi. NTH1 geni transkripsiyonunun haploid ve diploid S. cerevisiae
suslarinda benzer sekilde kontrol edildigi gosterildi. Bu arastirmada elde edilen sonuglar
NTH21 geni transkripsiyonunun duragan fazda ve diisiikk glukoz ortaminda da birkag kat
aktive edildigini gosterdi. Disiik glukoz sinyaline yanit olarak NTH1 geni
transkripsiyonunun protein kinaz Snflp tarafindan diizenlendigi bulundu. Bu sonuglara
ek olarak S. cerevisiae da azot sinyal iletim yolunun da NTH1 geni transkripsiyonuna
etki ettigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Trehaloz, Trehalaz, Glukoz sinyali, Azot sinyali, S. cerevisiae.
2011, IX + 33 sayfa



ABSTRACT
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Tiirkan TURAN
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Trehalose is generally over-synthesized under stress inducing conditions and protects S.
cerevisiae cells from unfavorable growth conditons. Trehalose is synthesized by TPS
enzyme complex. Degredation of trehalose to glucose subunits is catalyzed by trehalase
enzyme. Two different trehalase enzymes have been identified in S. cerevisiae. These
enzymes are neutral trehalase (Nthlp) and acid trehalase (Athlp). In this study, the
effects of glucose and nitrogen signaling pathway on the transcription of NTH1 gene
was investigated. It was shown that the NTH1 transcription is controlled by a similar
mechanism in haploid and diploid S. cerevisiae cells. Results of this study also showed
that the transcription of NTH1 gene increases several fold in stationary stage and in low
glucose medium. It was found that the protein kinase Snflp regulates NTH1
transcription in response to low glucose signaling. In addition to these results, it was
shown that the nitrogen signaling pathway also affects the transcription of NTH1 gene
in S. cerevisiae.

Key Words: Trehalose, Trehalase, Glucose signaling, Nitrogen signaling, S. cerevisiae.
2011, IX + 33 pages
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1. GIRIS

Saccharomyces cerevisiae’da trehaloz gesitli stres kosullarina kars1 koruyucu bir
metabolit olarak glukozdan iki enzimatik reaksiyon ile sentezlenir. Trehaloz’un S.
cerevisiae sitoplazmasindaki miktar1 lireme asamalart ve iireme kosullarina gore
farkliliklar gosterir. Trehaloz, hiicrede strese kars1 koruyucu molekiil olarak bakterilerde
ve bitkilerde de bulunmaktadir (Singer ve Lindquist 1998, Benaroudy ve ark. 2001,
Francois ve Parrou 2001). S. cerevisiae’da trehaloz biyosentezi Trehaloz Fosfat Sentaz
(TPS) enzim kompleksince yapilir. Hiicre i¢inde depolanan veya hiicre digindan alinan
trehalozun yikimi ise trehalaz enzimlerince yapilir. S. cerevisiae’da nétral ve asidik
trehalaz olmak tizere iki trehalaz bulunmaktadir. Notral trehalaz NTH1 geni tarafindan,
asidik trehalaz ise ATH1 geni tarafindan kodlanmaktadir. S. cerevisiae’da NTH1 geni ile
cok biiyiik bir homoloji gosteren baska bir trehalaz geni daha bulunmaktadir. NTH2
olarak adlandirilan bu genin kodladig1 trehalaz enzimi Nth2p’nin biyolojik islevleri

heniiz tam olarak belirlenememistir (Francois ve Parrou 2001).

Trehaloz biyosentezi sirasinda ara bilesik olarak olusan trehaloz-6-fosfat’in S.
cerevisiae’da glukozun hiicreye alinmasi ve glikolitik yolun kontroliinde onemli islevi
bulunmaktadir. Bu bilesigin glukozun fosforilasyonu igin gerekli olan hekzokinaz
enzimlerinin inhibitdérii oldugu ve bu enzimlere etki ederek glukozun kontrollii bir
sekilde glikolitik yola girisini sagladigi bulunmustur (Thevelein ve Hohmann 1995).
Bundan dolay: trehaloz biyosentezi normal kosullarda da belirli bir bazal seviyede

yapilmaktadir.

Trehaloz biyosentezinde yer alan TPS1 geni transkripsiyonunun bazi stres
kosullarinda aktive edildigi bilinmektedir. Bu genin transkripsiyonel aktivasyonunun
promotor  bdlgesinde bulunan STRE elementlerine  baglanan  faktorlerce

gerceklestirildigi bulunmustur (Francois ve Parrou 2001).

S. cerevisiae’da sitoplazmik trehaloz miktarinin belirli bir seviyede tutulabilmesi

icin trehalaz enzim aktivitesi de gereklidir. Ayrica, stres kosullari sona erdiginde



hiicresel metabolik islemlerin normal seviyeye donebilmesi i¢in depo edilen trehalozun
da hizli bir sekilde yikimi gerekmektedir. Bu islemler i¢in kullanilan Nétral trehalaz
enziminin (Nthlp) aktivitesinin fosforilasyon ile kontrol edildigi bilinmektedir. Nthlp
fosforilasyonunun cAMP’ye bagli protein kinaz tarafindan yapildig1 bulunmustur. Fakat
Nthlp’nin kodlandigt NTH1 geninin kontrol mekanizmalar1 hakkinda ayrintili
aragtirmalar mevcut degildir. NTH1 ve NTH2 transkripsiyonlarinin belirli bir bazal
seviyede konstitutif olarak yapildigi one siiriilmektedir (Singer ve Lindquist 1998).

Bu tez arastirmasinda NTH1 geni transkripsiyonuna etki eden sinyal iletim
yollar1 incelenmistir. Bu arastirmadan elde edilen sonuglar NTH1 geni
transkripsiyonunun bazi lireme kosullarinda aktive edildigini gostermektedir.
Aragtirmalarimizda glukoz ve azot sinyal iletim yollarinin NTH1 geni transkripsiyonuna

onemli derecede etki ettigi bulunmustur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. S.cerevisiae’de Glukoz Sinyal iletimi.

Glukoz, S. cerevisiae tarafindan tercih edilen bir karbonhidrattir. Glukozun S.
cerevisiae iireme ortaminda belirli miktarda bulunmasi ¢esitli sinyal iletim yollarini
aktive eder (Belinchon ve Gancedo 2007). Ureme ortaminda karbon ve enerji kaynagi
olarak yiiksek miktarlarda (%2 veya daha fazla) glukoz bulundugunda sukroz, etanol,
gliserol, galaktoz gibi alternatif karbon ve enerji kaynaklarinin kullanimi glukoz
baskilamasi olarak bilinen mekanizma ile baskilanmaktadir (Gancedo 1998). Fermente
edilemeyen gliserol veya laktat gibi alternatif karbon kaynaklarinda tiremekte olan S.
cerevisiae kiiltiirlerine glukoz eklenmesi ile de S. cerevisiae’daki genlerin %30’nun
anlatiminda degisme oldugu rapor edilmistir (DeRisi ve ark. 1997, Wang ve ark. 2004).
Bu tiir ireme ortamlarina glukoz eklenmesi ile iireme hizi artar, biitiin metabolizma

yeniden programlanarak S. cerevisiae fermentatif mod’da tiremeye baglar.

S. cerevisiae’da hiicre zarinda ilireme ortamindaki farkli glukoz miktarlarini
algilayabilen glukoz sensorleri bulunmaktadir. Bu glukoz sinyal iletim yollarindan biri
Snf3p (Sucrose non-fermenting) ve Rgt2p (Restoration of glucose transport) yollaridir.
Rgt2p, iireme ortaminda yiiksek glukoz (%1°den daha fazla) oldugu zaman aktive olur.
Snf3p ise diisiik glukoz (%0.1) ile aktive olan membran glukoz sensériidiir (Ozcan ve
ark. 1998). Bu glukoz sensorleri bir ¢esit transkripsiyon faktorii olan Rgtl’i aktive

ederek hedef genlerin glukoz miktara gore diizenlenmesini saglarlar.

S. cerevisaiae’da glukoz algilanmasinda kullanilan ikinci bir sensor sistem ise
cAMP’ye bagl olarak etkisini gosteren Protein Kinaz-A (PKA) yoludur. Bu sinyal
iletim sistemi membranda yer alan Gprlp sensOr proteini ile aktive edilmektedir
(Santangelo 2006). Gprlp sensor proteini yiiksek glukoz varliginda hizli bir sekilde
sitoplazmadaki cAMP sentezini aktive eder. Olusan cAMP de PKA’y1 aktive ederek
hedef proteinlerin (enzim, yapisal protein ve transkripsiyon faktorlerinin) fosforlanmasi

ile glukoz sinyaline hiicresel yanit olusur (Santangelo 2006, Gancedo 1998, 2008).



S. cerevisiae’daki bu iki sinyal iletim yolunun aktivitesine bagli olarak gesitli
sitoplazmik protein kinazlarin aktiviteleri de kontrol edilir. Bu protein kinazlardan en
onemli olan1 Snflp’dir (Hardie 2007). Snflp protein kinaz kompleksi diisiik glukoz
sinyali ile aktive edilmektedir. Yiiksek glukoz konsantrasyonunda ise Snflp kompleksi
inaktiftir. Bu durumda aktivitesi Snflp tarafindan kontrol edilen bir gesit represor olan
Miglp aktiftir. Aktif Miglp alternatif karbonhidrat kaynaklarinin kullanim ile ilgili
enzim veya yapisal protein kodlayan genlerin transkripsiyonunu baskilar. Bu olay S.
cerevisiae’da glukoz baskilamasi (Glucose Repression) olarak adlandirilir (Ronne 1995,
Gancedo 1998). Diisiik glukoz veya alternatif karbon kaynaklari bulundugunda ise aktif
durumdaki Snflp, Miglp’yi fosforlayarak inaktive eder. Bu durum da S. cerevisiae’da
glukoz derepresyonu olarak adlandirilir. Birgok genin transkripsiyonu S. cerevisiae’da

glukoz baskilamasi veya depresyonu ile kontrol edilir.

S. cerevisiae’da serbest glukozun hiicreye tasinmasi HXT genlerinin kodladig1 ve
hiicre zarinda bulunan hekzos tasiyicit proteinler (Hexose transporters) ile yapilir.
Glukozun S. cerevisiae’ya alinmast kolaylagtirilmis diflizyon mekanizmasi ile
olmaktadir. HXT genlerinin transkripsiyonlar1 da iireme ortami kosullari, glukoz
konsantrasyonu ve lireme agamalarina gore kontrol edilmektedir (Boles ve Hollenberg
1997). Baz1 Hxt proteinleri ile insanda karaciger hiicrelerine glukoz girisini saglayan
membran proteinleri arasinda yiiksek homoloji oldugu belirlenmistir (Boles ve
Hollenberg 1997).

2.2. S. cerevisiae’de Trehaloz Metabolizmasu.

Degisen ¢evresel sartlara yanit olarak S. cerevisiae hiicreleri i¢indeki glikojen ve
trehalozun miktarlar1 biiyiik degiskenlikler gosterir. Bu bilesiklerin metabolizmasi
kompleks diizenleyici sistemlerle kontrol edilir. Trehaloz bir g¢esit disakkarit olup
kimyasal yapis1 glukoz-al-1-glukoz dimeridir. Trehaloz bir¢ok mikroorganizmada, bazi
bitkilerde ve hatta bazi omurgasiz hayvanlarda stres metaboliti olarak sentezlenerek

depo edilmektedir (Singer ve Lindquist 1998, Frangois ve Parrou 2001).



S. cerevisiae’da trehalozun biyosentezi ve hiicrede birikimi tireme kosullarina
bagl olarak bir¢cok enzimatik olay sonucu gergeklesir (Plourde-Owobi ve ark. 2000).
Trehaloz metabolizmasinda yer alan enzimler ve islevleri 6zet olarak Cizelge 2. 1°de
verilmektedir. Trehaloz glikolitik yola bagli olarak sitoplazmada Trehaloz Fosfat Sentaz

(TPS) kompleksi olarak bilinen enzim tarafindan sentezlenir.

Cizelge 2.1. Trehaloz metabolizmasi genleri ve kodladiklart enzimler.

GEN URUNU FONKSIYONU

TPS1 Trehaloz-6-P sentaz Trehaloz sentezi

TPS2 (TPP) Trehaloz-6-P fosfotaz Trehaloz-6-P defosforilasyonu
TSL1 ve TPS3 | Diizenleyici alt birimler TPS kompleksinin stabilitesi
NTH1 Notral, sitosolik trehalaz Trehaloz yikimi

ATH1 Asidik, vakuolar trehalaz Trehaloz yikimi1

Trehaloz biyosentezinde kullanilan substratlar UDP-Glukoz ve Glukoz-6
fosfat’tir. Once bu iki monosakkarit TPS kompleksinin alt birimi olan Tpslp tarafindan
trehaloz-6 fosfata donistiiriiliir (Cabib ve Leloir 1958). Daha sonra ayni enzim
kompleksinde bulunan katalitik alt birim Tps2 tarafindan defosforilasyonla Trehaloz
birimine doniistiiriiliir. Trehaloz biyosentezi igin gerekli olan TPS enzim kompleksi 4
alt birimden olugmaktadir. Bu alt birimler Tpslp, Tps2p, Tps3 ve Tsl1’dir (Bell ve ark.
1998). Tpslp bu enzim kompleksinin en kiigiik alt birimi olup TPS enzim kompleksinin
katalitik alt birimidir. Tps2 ise trehaloz-6 fosfataz aktivitesi olan enzimdir. Tsl1lp enzim
kompleksindeki en biiyiik alt birim olup protein seviyesinde Tp3p ile %55 benzerlik
gosterir. Tps3p ve Tsllp’nin islevlerinin TPS enzim kompleksinin aktivitesini saglamak
oldugu gosterilmistir (Bell ve ark. 1998).

S. cerevisiae sitoplazmasinda bulunan trehalozun énemli islevi 1s1 soku, ozmotik
stres ve diger abiyotik stres kosullar1 olustugunda hizli bir sekilde sentezlenerek hiicre
ici bilesenlerini denaturasyondan korumaktir (Argiielles 2000, Francois ve Parrou

2001). Bu islevine bagh olarak ozellikle biyosentetik alt birim olan Tpsl’nin



transkripsiyonunun stres kosullarinda aktive edildigi bilinmektedir (Parrou ve ark. 1997,
Parrou ve ark. 1999). Trehaloz biyosentezinden sonra iireme ortami kosullari normale
dondiiglinde hizli bir sekilde glukoza pargalanir. Bunun ig¢in gerekli olan enzim ise
notral trehalazdir. Notral trehalaz ile ilgili bilgiler bolim 2.3’de ayrintili olarak

verilmistir.

S. cerevisiae’da trehaloz’un streslere karsi koruyucu molekiil olma 6zelligine ek
olarak bir diger islevi de S. cerevisiae’ya glukoz girisini kontrol etmek ve buna bagh
olarak da glikolizi kontrol etmektir. TPS1 geni delesyonlu S. cerevisiae suslarinin
glukozda iremedikleri, galaktoz veya gliserol laktat’da ise normal S. cerevisiae susu
gibi iiredikleri belirlenmistir (Thevelein ve Hohmann 1995). Atpsl mutanti S. cerevisiae
hiicrelerinin galaktoz iceren ortamdan glukoza aktarildiklarinda glukoz toksisitesi
olustugu ve hizli birsekilde sitoplazmik ATP miktarinda diisiis oldugu, glukoz 6 fosfatin
da fazla miktarda biriktigi belirlenmistir (Blazquez ve ark. 1993, Eastmond ve Graham
2003). Yapilan in-vitro ¢aligmalarda da Trehaloz-6 fosfatin glikolitik yoldaki ilk enzim
olan Hekzokinazlari inhibe ettigi gosterilmistir (Blazquez ve ark. 1993). Bu sekilde
trehaloz-6 fosfatin hekzokinazlara etki ederek glukozun kontrolsuz bir sekilde glikolize
girisini engelledigi ve glikolizi de kontrol ettigi bulunmustur (Blazquez ve ark. 1993,

Eastmond ve Graham 2003).

2.3. S. cerevisiae NTH1 Geninin Yapisi ve Islevi.

S. cerevisiae da NTH1 (Neutral Trehalase 1) geni tek kopya gen olarak IV.
kromozom iizerinde yer almaktadir. NTH1 geninin sistematik adi YDROO1¢’dir. NTH1
geni trehalase aktivitesi icermeyen mutant S. cerevisiae susunda komplementasyon ile
klonlanmistir (Kopp ve ark. 1993). Komplementasyon ile klonlama teknigine uygun
olarak yaban tip S. cerevisiae susunda NTH1 geni delesyonu yapildiginda bu susta

trehalase enzim aktivitesinin olmadigi da gosterilmistir (Kopp ve ark. 1993).

NTH1 geni kodlama bolgesinin 2079 bg¢ uzunlukta oldugu, intron igermedigi ve
693 amino asit biiyiikliiglinde ve yaklasik 80 kDa agirliginda nétral trehalaz enzimini



(Nthlp) kodladigi belirlenmistir (Kopp ve ark. 1993). Noétral trehalaz enziminin, enzim
smiflandirma sistemine gore kod numarasi E.C: 3.2.1.28’dir. Bu enzimin optimum
pH’sinin 6.8-7.0 araliginda oldugu ve sitoplazmik bir enzim oldugu bulunmustur (App
ve Holzer 1989). Nthlp’nin yapisal 6zellikleri ve aktivitesinin kontrol mekanizmalari
ile ilgili yapilan calismada bu enzimin fosfoprotein oldugu ve protein kinaz A
tarafindan fosforlandigr bulunmustur (App ve Holzer 1989). Nthlp’nin enzimatik
aktivitesinin fosforilasyon ve defosforilasyon ile kontrol edildigi de gosterilmistir (App
ve Holzer 1989). Bununla birlikte Nthlp’ni defosforile eden protein fosfatazlarin

hangileri oldugu heniiz bilinmemektedir.

S. cerevisiae’nin genom yapisi belirlendikten sonra genom analizi sirasinda
NTH1 geni ile yiiksek diizeyde homoloji gosteren ikinci bir gen daha belirlenmistir.
NTH2 olarak adlandirilan bu gen ise S. cerevisiae’nin II. kromozomunda yer alir ve
NTH1 geni ile protein seviyesindeki benzerligi yaklagik olarak %77 olarak
belirlenmistir.  NTH2 geninin  (YBROOlc) hiicredeki islevi heniiz tam olarak
belirlenememistir. Anthl mutanti1 S. cerevisiae suslarinda trehaloz yikimi gézlenmezken
Anth2 mutant1 S. cerevisiae suslarinda trehaloz metabolizmasiyla ilgili herhangi bir
anormallik bulunmamaktadir (Nwaka ve ark. 1995a, 1995b). Anth2 mutant1 S.
cerevisiae hiicrelerinde sitoplazmik trehaloz konsantrasyonu ve trehalaz aktivitesinde
herhangi bir degisiklik olmadigi rapor edilmektedir (Nwaka ve ark. 1995a, 1995b).

NTH1 geni transkripsiyonu ve Nthlp enzimatik aktivitesinin farkli stres
kosullarindaki kontrol mekanizmalar ile ilgili olarak ¢esitli calismalar bulunmaktadir.
NTH1 transkripsiyonunun ve Nthlp enzimatik aktivitesinin 1s1 soku ile aktive edildigi
gosterilmistir (Nwaka ve ark. 1995a, 1995b). NTH1 geni transkripsiyonunun 1s1 soku ile
aktivasyonunda bu genin promotor bolgesinde belirlenen ve Stress response Element
(STRE) niikleotid dizisi olarak adlandirilan 5°-CCCT-3’ niikleotid dizilerinin gerekli
oldugu gosterilmistir (Nwaka ve ark. 1995a, 1995b). Is1 stresine ek olarak NTH1 geni
transkripsiyonunun ve Nthlp enzimatik aktivitesinin oksidatif stres ve metal stresi gibi
kosullarda da aktive edildigi bulunmustur (Zahringer ve ark. 1997). Fakat bu streslere
yanit olarak NTH1 geni transkripsiyonunu aktive eden faktorler heniiz

belirlenememistir. S. cerevisiae’da NTH1 geni anlatimi ile ilgili olarak daha Once



yapilan bu molekiiler genetik ve biyokimya caligmalart NTH1 geni anlatiminin hem
transkripsiyonel ve hem de post-translasyonel olarak protein fosforilasyonu ile kontrol

edildigini gostermektedir.

S. cerevisiae’da notral trehalaz’a ek olarak bir de asit trehalaz enzimi (Athlp)
oldugu bulunmustur. Athlp’nin optimum pH’inin 4.5-5.0 aralifinda oldugu
belirlenmistir (Francois ve Parrou 2001). Asit trehalaz enzimini kodlayan gen
klonlanarak ATH1 (YPRO26w) olarak adlandirilmistir (Nwaka ve ark. 1996, Francois ve
Parrou 2001). Athlp’nin g¢ogunlukla S. cerevisiae vokuolunda bulunmakla birlikte

periplazmik alana da salgilandigi bulunmustur (Jules ve ark. 2004).

2.4. S. cerevisiae Azot Sinyal iletim Yolu.

S. cerevisiae’da farkli azot kaynaklarmin hiicre i¢ine alinmasi ve kullanimi da bir
¢esit sinyal iletim mekanizmasidir ve bunun sonucu olarak aktive edilen sitoplazmik
protein kinazlar ile transkripsiyon faktorlerinin kontoriiliinde gergeklesmektedir
(Cooper 2002, Magasanik ve Kaiser 2002). S. cerevisiae tarafindan éncelikli olarak azot
kaynagi olarak kullanilan maddeler amonyum tuzlari ve glutamin amino asididir. Ureme
ortaminda bu bilesikler olmadig1 zaman S. cerevisiae’da azot sinyal iletim yolu aktive
edilerek cesitli azotlu bilesikler de azot kaynag olarak kullanilmaktadir. Alternatif azot
kaynag1 olarak kullanilabilen bilesikler serbest amino asitler (6ncelikli olarak prolin),
allantion ve lire gibi azotlu bilesiklerdir (ter Schure ve ark. 2000). S. cerevisiae’da azot
sinyal iletim yolu da en az glukoz sinyal iletim yolu kadar metabolik aktivitelere ve gen
anlatimina etki etmektedir. Son yillarda gergeklestirilmis olan bir mikroaaray analizi
sonucu elde edilen bulgulara gore S. cerevisiae’daki genlerin yaklasik %25’inin
anlattm1 azot sinyal iletim yolu tarafindan kontrol edilebilmektedir (Usaite ve ark.
2006). Bu genlerin transkripsiyonlar1 ireme ortamindaki azot kaynaklarina gore aktive
edilmekte veya baskilanmaktadir (Usaite ve ark. 2006). S. cerevisiae’da protein
kodlayan gen sayisinin yaklasik 6200 oldugu kabul edildiginde en az 1550 genin

transkripsiyonunun azot sinyal iletim yolu ile kontrol edildigi var sayilabilir.



S. cerevisiae’da azot kaynaklarma gore aktivitesi kontrol edilen ve bu sinyal
iletim yolunda sitoplazmik sensor olarak kullanilan protein Ure2p’dir. S. cerevisiae
iireme ortaminda tercih edilen azot kaynaklari bulundugunda Ure2p GATA faktorleri
olarak bilinen bir gurup transkripsiyon faktoriinii aktive ederek alternatif azot
kaynaklarmin kullaniminda iglevi olan genlerin transkripsiyonlarinin baskilanmasini
saglar (Cooper 2002). Ure2p islevsel olmadigi zaman da baskilanan genler aktive
edilerek alternatif azot kaynaklarinin kullanimu ile ilgili proteinler kodlanir. Azot sinyal
iletim yolunda aktivator olarak kullanilan transkripsiyon faktorleri GIn3p ve Gatlp’dir.
Bu faktorler hedef genlerin promotor bolgelerindeki 5>GATAA-3’ dizilerine baglanarak
transkripsiyonu aktive etmektedirler. Azot sinyal iletim yolunda represor olarak islevi
olan faktorler ise Dal80p ve Dehlp’dir. Bu represor proteinler de aktivatorler gibi
benzer dizilere baglanmaktadirlar. GATA faktorleri (transkripsiyon aktivator ve
represorleri) karsilikli olarak birbirinin aktivitelerini de kontrol etmektedirler (Coffman
ve ark. 1997). GATA faktorlerinin homodimer veya heterodimer olusturduklari ve
GATAA dizisine baglanmalarimin dimerizasyon durumlarina gore farkli olabildikleri de

belirlenmistir (Svetlov ve Cooper 1998, Rai ve ark. 1999).

S. cerevisiae’da azot sinyal iletim yolunun TOR proteinleri tarafindan da kontrol
edildigi gosterilmistir (Cooper 2002, Orlova ve ark. 2006). TOR kinazlar (Torlp ve
Tor2p) S. cerevisiae’da genel besin durumunu algilayan protein kinazlar olup biitiin
eukaryotlarda bulunmaktadir (Hay ve Sonenberg 2004). Tor kinazlarin azot sinyal
iletim yoluna bagli olarak, Snflp’nin aktivitesini kontrol ettikleri de gosterilmigtir
(Orlova ve ark. 2006). Snflp’nin glukoz sinyal iletim yolunda gerekli bir protein kinaz
oldugu iireme ortaminda diisiik glukoz veya alternatif karbon kaynagi olarak gliserol

laktat gibi bilesiklerin olmasi durumunda aktive oldugu bilinmektedir (Gancedo 1998).



3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirmada Kullanilan S.cerevisiae Suslar1 ve Uretilmesi.

Bu aragtirmada kullanilan S. cerevisiae suslarindan YST124 (BY4741), YST125
(BY4743), YST159 (Y14311), Frankfurt Universitesi S. cerevisiae koleksiyonundan
saglandi. Parantez i¢indeki kod numaralar1 bu S. cerevisiae suslarinin Frankfurt
Universitesi tarafindan verilen kod numaralarini gdstermektedir. YST124 susu
arastirmalarimizda normal (yaban tip), standart haploid S. cerevisiae susu olarak
kullanildi. S. cerevisiae YST124 susunun genomu timiyle sekanslanmistir ve
metabolik yollarla ilgili genlerde herhangi bir mutasyon icermedigi bilinmektedir. S.
cerevisiae YST125 susu ise standart diploid sus olarak kullanildi. S. cerevisiae YST159
susu YST124 susu ile izogenik olup SNF1 geni delesyonla bu susun genomundan
cikarilmistir. Bu sus arastirmalarimizda Asnfl mutant susu olarak kullanildi. YST182 ve
YST184 suslart da izogenik suslar olup Dr. E. Dubois’dan (Univ. Libre. Bruxelles,
Belcika) saglandi. YST182 normal sus, YST184 ise transkripsiyon faktorleri GIn3p ve
Gatlp igermeyen (Agin3/Agatl) mutant sus olarak kullanildi.

S. cerevisiae suslart University of Frankfurt ve Dr. E. Dubois’den YPD besiyeri
iceren 2 ml’lik Kkiltiir tiplerinde canli suslar olarak saglandi. Bu suslar
arastirmalarimizda standart zengin besiyeri olarak kullanilan YPD (Yeast ekstrakt,
Pepton, Dekstroz) petrilerine ¢izgi ekimi yapilarak tekrar tretildi. Uzun siireli stok
olusturmak icin YPD petrilerinde taze iiretilmis S. cerevisiae suslarindan 1 ml steril
%20 gliserol iceren mikrofuj tiplerine steril kiirdanlar ile 6rnek alinarak —70 °C’deki
derin dondurucuda saklandi. Kisa siireli kullanim amaci ile YPD petrilerindeki S.
cerevisiae suslart +4 °C’deki buz dolabinda saklandi. Arastirmalarimizda kullanilan

besiyerlerinin igerikleri ve hazirlanislari EK-1’de verildi.
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Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslar1 ve 6zellikleri.

S. cerevisiae | Genotipi ve ilgili mutasyonlar

Susu

YST124 MAT a, his3A1, leu2A0, met15A0, ura34A0.
(Haploid, Yaban tip)

YST125 MAT a/a, his341/his3A1, leu2A0/leu2A0, lys2A0/LYS2,
MET15/met15A0, ura3A0/ura3A0.
(Diploid, Yaban tip)

YST159 MAT a, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0, YDR477w::kanMX4
(snfl mutanti)

YST182 MAT o, ade2A::hisG, his34200, leu240, lys2A0, met154A0,
trplA63, ura3A0.
(Haploid, Yaban tip)

YST184 MAT o, ade2D::hisG, his34200, leu240, lys2A0, met1540,
trplA 63, ura3A0, gin3::KanMX4, gatl::KanMX4.
(AgIn3/Agatl mutanti)

3.2. Arastirmada Kullanilan Plazmidlerin Yapisi ve Transformasyonu.

Arastirmalarimizda kullanilan Nthl-lacZ ve Cycl-lacZ gen fiizyonlarint igeren
plazmitler farkli arastiricilardan saglandi. Bu plazmitler YEp plazmitleri (Yeast
Episomal plazmit) olup 2um-URA3 mekik plazmitleri olarak da adlandiriimaktadirlar.
Bu plazmitlerde E. coli’de replikasyon ve seleksiyon igin sirasiyla ColE replikasyon
orijini ve Ampisiline direng saglayan p-laktamaz geni (bla), S. cerevisiae’da replikasyon
ve seleksiyon ig¢in 2um replikasyon orijini ve URA3 geni bulunmaktadir (Rose ve ark.
1990). Nth1-lacZ gen fuzyonunun igeren plazmit’de NTH1 geni promotor bslgesinin ilk
770 bg uzunluktaki bolgesi bulunmaktadir (Parrou ve ark. 1997). Bu plazmitteki NTH1
geni promotor bolgesinin NTH1 geni transkripsiyonu igin gerekli olan biitiin kontrol

bolgelerini icerdigi bilinmektedir (Parrou ve ark. 1997).
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Cycl-lacZ gen fizyonunu igeren YEp plazmiti deneylerimizde kontrol gen
fizyonunu iceren plazmit olarak kullanildi. CYC1 geni (Cytochrome C-1)
transkripsiyonunun glukoz baskilamas: ile kontrol edildigi daha o6nce yapilan
arastirmalar ile gosterilmistir (Guarente ve Ptashne 1981, Guarente 1983). YEp
plazmitlerinin standart S. cerevisiae suslarinda ve secigi iireme ortam: kosullarinda S.
cerevisiae hiicrelerinde stabil olarak kaldiklari daha o6nce yapilan arastirmalarla
gosterilmistir (Liao ve ark. 1993).

Aragtirmalarimizda  kullanilan  Nthl-lacZ ve Cycl-lacZ plazmitlerinin
cogaltilmasi i¢in bu plazmitler 6nce E. coli DH5a hiicrelerine CaCl,-MgCl, metodu
kullanilarak transform edildi (Ausubel ve ark. 1993). E. coli transformantlart LB-
Ampisilin petrilerine ekildi. Bu petrilerden tek koloni segilerek 5 ml’lik sivi LB-
ampisilin igeren steril 25 ml lik erlenlere ekim yapildi ve transformant bakteriler 16-18
saat 37 C’de 140 donus/dakika hizda cahsan calkalamali inkiibatorde dretildi.
Transformant E. coli suslarindan Nthl-lacZ ve Cycl-lacZ plazmitleri Roche
firmasindan saglanan plazmit saflastirma kiti kullanilarak dretici firma tarafindan
aciklandig: sekilde saflastirildi. Saflagtirilan plazmitler 100 uL 1XTE ¢o6zeltisinde -20

°C’deki derin dondurucuda saklanda.

Arastirmalarimizda kullanilan Nth1-lacZ ve Cycl-lacZ gen fiizyonu plazmitleri
ilgili S. cerevisiae suslarina lityum asetat polietilen glikol (LIOAC + PEG) metodu
kullanilarak Rose ve ark. (1990) tarafindan agiklandig: sekilde transform edildi (Rose ve
ark. 1990). S. cerevisiae YST124, YST125 ve YST159 transformantlar1 SC-Urasil (Sc-
Ura) besiyeri iceren petrilere ekildi. YST182 ve YST184 transformantlar: ise okzotrofik
olduklari amino asitleri iceren YN + % 0.1 glutamin ve %2 glukoz iceren petrilere
ekildi. Transformantlar 30 °C’deki etiivde 3-4 giin bekletilerek kolonilerin olusumu
saglandi. Transformantlardan tek koloniler secilerek taze SC-Ura veya ilgili YN
petrilerine kiigiik pasajlar (1cm x1cm ebatlarinda) yapildi. Transformantlar: igeren pasaj
yapilmig petriler de 30 °C’de 3-4 giin inkiibe edilerek S. cerevisiae transformantlarinin
petrilerde tremeleri saglandi. S. cerevisiae transformantlarint iceren petriler

arastirmalarimiz siiresince +4 °C’deki buzdolabinda sakland:.
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3.3. NTH1 Transformantlarimin Farkh Kosullarda Uretilmesi .

NTH1 geni transkripsiyonuna iireme asamalari ve ploidy nin etkilerini 6lgmek
i¢in haploid (YST124) ve diploid (YST125) S. cerevisiae suslar1 transformantlart 25
ml’lik erlenlerde 5 ml SC-Ura + %2 glukoz iceren sivi besiyerinde her bir plazmit i¢in
3’lii olarak standart sartlarda 16-18 saat iiretilereck On kiiltiirler elde edildi. Bu 6n
kiiltiirlerden 150-200 pl alinarak tekrar 5 ml’lik taze SC-Ura +%2 glukoz igeren
25ml’lik erlenlere ekim yapildi ve bu maya transformantlarinin standart sartlarda
logaritmik faza veya duragan faza (48 saat) kadar iiremeleri saglandi. Ureme asamalari
sonunda sonunda maya hiicreleri ¢oktiiriilerek asagida aciklandigr sekilde (bolim 3.4)

B-galaktozidaz aktivitelerinin 6lgiimii ig¢in hazirlandi.

NTH1 transkripsiyonuna glukoz sinyal iletim yolunun etkileri iki farkli sekilde
belirlendi. Once S. cerevisiae transformantlar1 Sc-Ura + %2 gliserol, %2 sodyum laktat
(Gly/Lakt) veya %2 etanol igeren iireme ortamlarinda standart sartlarda tretilerek
hazirlandi ve B-galaktozidaz aktiviteleri belirlendi. Ayrica NTH1 geni transkripsiyonuna
glukoz baskilamasmin etkisini belirlemek i¢in S. cerevisiae transformantlart Sc-Ura
gly/lakt veya etanol igeren ortamda logaritmik faza kadar {iretilip bu asamada tlireme
ortamlarina son konsantrasyonu %?2 olacak sekilde steril glukoz ilave edilerek 4 saat
daha iiremeye birakildi. Ureme periodu sonunda S. cerevisiae transformantlari

coktiiriilerek B-galaktozidaz aktiviteleri belirlendi.

NTH1 geni transkripsiyonuna Snflp kinazin etkilerini belirlemek igin Asnfl
mutant1 S. cerevisiae hiicreleri ve yaban tip S. cerevisiae transformantlari once standart
sartlarda 10 ml Sc-Ura %2 glukoz igeren ortamda logaritmik asamaya kadar tiretildi. Bu
asamada S. cerevisiae kiiltiirlerinden 5 ml alinarak santrifiijde 1000 g hizda 5 dakika
coktiiriildii. Coken S. cerevisiae hiicreleri 5 ml steril saf su ile siispanse edilerek tekrar
coktiiriildi. Coktiriilen S. cerevisiae hiicreleri bu kez 5 ml Sc-Ura besiyerinde siispanse
edilerek 25 ml lik erlenlere aktarildi. Bu ortamlara da son konsantrasyonlart %0.05
olacak sekilde steril glukoz ilave edilerek standart sartlarda 4 saat daha iiremeleri
beklendi. Ureme periodu sonunda S. cerevisiae hiicreleri ¢oktiiriilerek B-galaktozidaz

aktivitelerinin 6l¢timii i¢in hazirlandu.
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NTH1 geni transkripsiyonuna azot sinyal iletim yolunun etkilerini belirlemek
icin farkli S. cerevisiae suslar1 (YST182 ve YST184) kullanildi. SC-Ura ortamu ¢esitli
aminoasitleri icerdiginden azot sinyal iletim yolunun etkilerini belirlemek ic¢in S.
cerevisiae transformantlari amonyum yerine glutamin veya prolin iceren YN+ %2
glukoz tireme ortaminda tiretildi (Ek1). Bu iireme ortamina azot kaynagi olarak son
konsantrasyonu % 0.1 olacak sekilde steril glutamin veya prolin ilave edildi. S.
cerevisiae transformantlar1 standart iireme kosullarinda glutaminli veya prolinli ortamda
logaritmik faza kadar fretildi ve bu asamaya kadar dretilen S. cerevisiae
transformantlart santrifiijde 1000 g de c¢oktiiriilerek B-galaktozidaz aktivitelerinin

belirlenmesi igin asagida agiklandig: sekilde hazirlandi.

3.4. S. cerevisiae’da p-Galaktozidaz Aktivitelerinin Belirlenmesi.

Yukaridaki bolimlerde agiklandigi sekilde belirli iireme asmalarmma kadar
standart sartlarda tretilen S. cerevisiae transformantlari masaiistii santrifiijde 1000 g
hizda 5 dakika ¢oktiiriildii. Coken transformantlar 1ml distile suda stispanse edildi ve
1.5 ml lik mikrosantrifuj tiiplerine aktarilarak tekrar ¢oktiirtildii. Coktiiriilen maya
hiicrelerine 200 ul Breaking Buffer ilave edilerek pipet ve vorteks yardimi ile siispanse
edildi (Ek-1). Mikrofiij tiiplerine alinan S. cerevisiae siispansiyonlari -70 °C’deki derin
dondurucuda B-galaktozidaz aktiviteleri Olgiiliinceye kadar bekletildi. [-galaktozidaz
aktivitelerinin Ol¢limii i¢in -70 °C’den alinan maya hiicrelerinin ¢oziinmesi i¢in oda
sicakliginda 5 dakika beklendi. Daha sonra bu S. cerevisiae siispansiyonlarina 20 pl
Kloroform ve 20 ul %0.1 SDS katilarak 10-15 saniye vortekslendi ve permeabilize
edilmis S. cerevisiae lizatlar1 elde edildi. Bu S. cerevisiae lizatlarindan 20 ul alinip 980
ul Z-Buffer (Ek1) i¢ine eklendi ve sicak su banyosunda 30 °C’de 2 dakika 6n
inkiibasyona birakildi. Enzimatik aktivitenin Ol¢iimii i¢in reaksiyon tiiplerine [-
galaktozidaz enzimi substrati olan 200ul ONPG (Orto Nitro Phenyl Galactoside) ilave
edildi ve yavasca karistirildi. Reaksiyon ortami orta koyulukta sar1 renge dontisiinceye
kadar kadar 30 °C’de sicak su banyosunda bekletildi ve reaksiyon siiresi kaydedilerek
reaksiyon ortamina 1 M Nay;COs ¢ozeltisinden her tiip icin 500 pl katilarak pB-

galaktozidaz reaksiyonlari durduruldu. [p-galaktozidaz aktiviteleri daha Once
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tanimlandig1 sekilde hesaplandi (Ausubel ve ark. 1993, Guarente ve Ptashe 1981).
Enzimatik reaksiyonlarda kullanilan permeabilize edilmis S. cerevisiae lizatlarinin
protein miktarlar1 da Lowry yontemi (EK1) ile belirlendi (Guarente ve Ptashe 1981).
Biitiin deneyler en az iki kez tekrarlandi. Her gurup deney i¢in standart sapmanin daha
once rapor edildigi gibi %10 - %15 araliginda oldugu bulundu. [B-galaktozidaz
aktiviteleri dakikada 1 mg toplam protein igerigi tarafindan hidroliz edilen nmol ONPG
(nmol ONPG / dk/ mg protein) olarak verildi (Ek 2).
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4. BULGULAR

4.1. NTH1 Transkripsiyonuna Ureme Asamalarinmin Etkileri.

NTHL1 geni trehaloz metabolizmasinin kontrolii i¢gin TPS1 geni ile birlikte 6nemli
islevi olan bir gendir. Trehaloz, S. cerevisiae hiicrelerinde bazi stres kosullar1 ve besin
eksikligine yanit olarak sentezlenmektedir. Arastirmamizin baslangi¢ asamasinda NTH1
geninin S. cerevisiae tiremesinin logaritmik ve duragan fazlarinda nasil kontrol
edildigini belirlemek i¢in Nth1-lacZ gen fiizyonunu igeren S. cerevisiae transformantlari
standart lireme kosullarinda logaritmik veya duragan faza kadar iiretildi. Bu
transformantlarda NTH1 promotoruna bagh olarak transkripsiyonu yapilan Nthl-lacZ
gen flizyonu transkriptinin hiicresel seviyesi enzimatik olarak [-galaktozidaz aktiviteleri
olgiilerek belirlendi. Nthl-lacZ transkripsiyonunun haploid S. cerevisiae hiicrelerinin
logaritmik iireme fazinda 3497 inite olarak gerceklestigi bulundu. Fakat ayni1 genin
haploid hiicrelerin duragan faz asamasindaki transkript seviyesinin yaklasik olarak 2 kat
artig ile 8118 {linite olarak gerceklestigi bulundu (Cizelge 4. 1). S. cerevisiae’da gen
dozunun veya ploidy’nin NTH1 geni transkripsiyonuna etkileri bilinmemektedir.
Ploidy’nin NTH1 geni transkripsiyonuna etkilerini belirlemek i¢in NTH1 geni
transkripsiyonu diploid S. cerevisiae hiicrelerin farkli iireme asamalarinda da belirlendi.
Diploid S. cerevisiae hiicrelerinde logaritmik fazda 2800 {inite olarak ger¢eklesen Nthl-
lacZ transkripsiyonunun duragan fazda da yaklasik 2.5 katlik artigla 7656 {inite olarak
gerceklestigi bulundu.

Arastirmamizda kontrol gen fiizyonu olarak da Cycl-lacZ gen fiizyonu
kullanildi. Nthl-lacZ gen fiizyonu transformantlart ile ayni kosullarda iiretilen Cycl-
lacZ transformantlarinda da Cycl promotoruna bagli olarak yapilan transkripsiyon
seviyeleri enzimatik olarak belirlendi. Hem haploid hem de diploid hiicrelerde
logaritmik faz veya duragan fazda Cycl-lacZ transkripsiyon seviyesinde onemli bir
farklilik belirlenemedi. Cycl-lacZ transkript seviyeleri diploid hiicrelerde daha diigiik
seviyede olmakla birlikte 160-250 iinite araliginda 6l¢iildi.

16



Cizelge 4.1. Ureme asamalarinin NTH1 geni transkripsiyonuna etkileri.

Haploid S. cerevisiae Diploid S. cerevisiae
Gen Fiizyonlan Log Faz* Duragan Faz Log Faz Duragan Faz
Nthl-lacZ 3497 £ 214 8118 £ 512 2800 + 155 7656 + 401
Cycl-lacz 209 +13 196 +24 163 +£12 193 +5

*B-Galaktozidaz aktiviteleri (+ standart sapma) dakikada hidroliz edilen nmol
ONPG/mg toplam protein olarak verilmistir.

4.2. Farkh Karbonhidratlarin NTH1 Geni Transkripsiyonuna Etkileri.

S. cerevisiae’da farkli ireme kosullari ve ploidy’nin NTH1 geni
transkripsiyonuna etkileri belirlendikten sonra haploid S. cerevisiae susunda NTH1
transkripsiyonuna farkli karbon kaynaklarinin ve dolayisiyla glukoz sinyal iletim
yolunun etkileri arastirildi. Arastirmamizin bu boliimii i¢in Nthl-lacZ ve Cycl-lacZ gen
flizyonlarini igeren yaban tip S. cerevisiae transformantlar1 karbonhidrat kaynagi olarak
glukoz, gliserol laktat veya etanol iceren sentetik tam iireme ortaminda (Sc-Ura + %2
karbon kaynagi) logaritmik faza kadar iiretildi. S. cerevisiae kiiltiirleri logaritmik faza
ulastiginda (yaklasik ODggo=1.0) hiicreler ¢oktiiriildii ve bu hiicrelerde lacZ gen
fizyonlarindan yapilan transkript seviyeleri p-galaktozidaz aktiviteleri olgilerek

belirlendi.

Haploid S. cerevisiae hiicreleri %2 glukoz iceren ortamda iiretildiklerinde
ortalama 3497 {inite olarak gergeklesen transkripsiyonun fermente edilemeyen karbon
kaynaklari olan gliserol-laktat veya etanol ortaminda 6nemli artis gdsterdigi belirlendi
(Cizelge 4. 2). Karbon kaynag: olarak %2 gliserol-laktat i¢eren {ireme ortaminda Nth1-
lacZ transkripsiyonunun ortalama 3-kat artigla 11498 iinite olarak gergeklestigi bulundu.

Benzer sekilde etanol ortaminda lretilen S. cerevisiae hiicrelerinde de Nthl-lacZ
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transkripsiyonunun glukoz ortamina gore ortalama 2-kat daha fazla yapilarak 7233 {inite
oldugu belirlendi. (Cizelge 4. 2). Aragtirmamizda kontrol gen fiizyonu olarak kullanilan
ve karbon kaynagina gore transkripsiyonunun diizenlendigi bilinen Cycl geni
transkripsiyonunun da beklendigi sekilde glukozlu ortamda diisiik seviyede (209 tinite),
gliserol-laktat veya etanol igeren ortamlarda ise 6nemli derecede aktive edilerek ¢ok
yiiksek seviyelerde (sirasiyla 11498 tinite ve 7233 {inite) yapildigi gozlendi (Cizelge 4.
2).

Cizelge 4.2. Farkli karbon kaynaklarinin NTH1 geni transkripsiyonuna etkileri.

Gen Fiizyonlar: % 2 Glukoz* Gliserol-Laktat Etanol
Nth1-lacZ 3497 + 214 11498 + 1962 7233 + 141
Cycl-lacZ 209 + 13 11195 + 337 4932 + 98

*B-Galaktozidaz aktiviteleri (+ standart sapma) dakikada hidroliz edilen nmol
ONPG/mg toplam protein olarak verilmistir.

4.3. Glukoz sinyalinin NTH1 Geni Transkripsiyonuna Etkileri.

NTH1 geni transkripsiyonunun fermente edilemeyen karbon kaynagi igeren
tireme ortaminda aktive edilmesi bu genin transkripsiyonunun glukoz sinyal iletimi ile
kontrol edildigini gostermektedir. NTH1 geni transkripsiyonunun glukoz baskilamasi ile
kontrol edilip edilmedigini test edebilmek icin gliserol laktat veya etanol de iretilen
Nthl-lacZ gen fiizyonu transformantlari Once gliserol laktat veya etanol igeren
ortamlarda logaritmik faza kadar iiretildiler. Logaritmik fazda S. cerevisiae kiiltiirlerine
son konsantrasyonu %2 olacak sekilde glukoz ilave edildi. Daha sonra S. cerevisiae
kiiltiirleri standart sartlarda 4 saat daha tiretilerek hiicreler ¢oktiiriildii ve Nth1-lacZ gen
flizyonundan yapilan transkript seviyeleri belirlendi. Gliserol-laktat igeren ortamda
tiretilen S. cerevisiae transformantlarma %2 glukoz ilave edildiginde Nthl-lacZ
transkripsiyonunun ortalama 3 katlik bir diistisle 11498 {initeden 4123 iiniteye azaldig1
bulundu (Cizelge 4. 2 ve 4. 3). Benzer bir sekilde logaritmik faza kadar etanol
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ortaminda iretilen S. cerevisiae kiiltiirlerine son konsantrasyonu %2 olacak sekilde
glukoz eklenmesi sonucu Nthl-lacZ transkripsiyonunun glukoz baskilamasi sonucu
onemli seviyede azalarak 7233 {initeden 4181 iiniteye azaldig1 belirlendi (Cizelge 4. 2
ve 4. 3). Arastirmamizda kontrol gen flizyonu olarak kullanilan Cycl-lacZ gen flizyonu
transkripsiyonunun glukoz baskilamasi ile kontrol edildigi bilinmektedir. Cycl-lacZ gen
fiizyonu transkripsiyonunun iireme ortamima glukoz ilave edilmesi ve bunun sonucu
olarak olusan glukoz baskilamasi nedeniyle onemli derecede azalarak 4 saatlik siire

sonunda ortalama 1500-2000 tiniteye diistiigti belirlendi (Cizelge 4. 2, ve 4. 3).

Cizelge 4.3. Glukoz sinyalinin NTH1 geni transkripsiyonuna etkileri.

Gen Fiizyonlar: Gliserol laktat'dan Glukoza* | Etanol’den Glukoza
Nthl-lacZ 4123 £ 212 4181 + 313
Cycl-lacz 2221+ 74 1574 + 264

*B-Galaktozidaz aktiviteleri (+ standart sapma) dakikada hidroliz edilen nmol
ONPG/mg toplam protein olarak verilmistir.

4.4. Snflp Kinazin NTH1 Geni Transkripsiyonuna Etkileri.

S. cerevsiae’da glukoz sinyal iletiminde kullanilan en Gnemli protein kinaz
Snflp’dir (Sucrose non-fermenting) (Hong ve Carlson 2007). Snflp alternatif
karbonhidrat kaynaklar1 veya diisiikk oranda glukoz varliginda aktive olarak hedef
proteinleri fosforlayip karbonhidrat metabolizmasina gore hiicresel islevlerin yeniden
programlanmasini saglar. NTH1 geninin glukoz baskilamasi ve dolayisiyla glukoz
sinyali ile kontrol edildigi belirlendikten sonra Snflp’nin bu islemde fonksiyonu
arastirildi. Bunun igin Nthl-lacZ gen flizyonunu igeren plazmit yaban tip ve Asnfl
mutanti  S. cerevisiae suslarmma ayr1 ayri transform edildi. Disiik ve yiiksek
konsantrasyonlarda glukoz igeren ortamlarda iiretilen S. cerevisiae transformantlarinda
Nthl-lacZ geninden yapilan transkript miktarlari enzimatik olarak [-galaktozidaz

aktiviteleri dlgiilerek belirlendi. Yaban tip S. cerevisiae susunda maya hiicreleri yliksek
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glukozdan diisiik glukoz igeren iireme ortamina aktarildiklarinda NTH1 geni
transkripsiyonunda yaklasik 2.5 katlik bir artis oldugu bulundu (gizelge 4. 4). Yiiksek
glukozda 3235 iinite olan Nthl-lacZ geni transkripsiyonunun diisiik glukoz iceren
ortamda 4 saatlik bir inkiibasyon siiresi sonunda 8381 iiniteye yiikseldigi belirlendi.
Ayn1 deney Asnfl mutant1 S. cerevisiae hiicreleri ile tekrarlandiginda ise Nth1-lacZ geni
transkripsiyonunun yiiksek veya diisiik glukoz iceren iireme ortamlarinda yaklasik
olarak ayni miktarda (ortalama olarak 2418-2733 {inite) gerceklestigi bulundu (Cizelge
4.4).

Aragtirmamizin bu bolimiinde S. cerevisiae hiicrelerinde glukoz sinyalinin
isleyip islemedigini belirlemek amaciyla pozitif kontrol olarak kullanilan Cyc1-lacZ gen
fiizyonu da kullanild1. Bu gen fiizyonundan yapilan transkripsiyonun beklendigi sekilde
yaban tip S. cerevisiae hiicrelerinde diisiik glukoz igeren ortamda aktive edildigi ve
transkripsiyonun 209 iiniteden 749 iiniteye ylikseldigi goriildii. Asnfl mutant1 S.
cerevisiae hiicrelerinde ise Cycl-lacZ transkripsiyonunun Snflp’nin eksikligi nedeniyle
hem diisiik ve hem de yliksek glukozda ayni seviyede gergeklestigi belirlendi (Cizelge
4. 4). Bu sonuglar arastirmamizda kullanilan yaban tip S. cerevisiae susunda glukoz
sinyal iletim yolunun islevsel oldugunu, mutant susta bu sinyal iletim yolunun

calismadigim gostermektedir.

Cizelge 4.4. Protein Kinaz Snflp nin NTH1 transkripsiyonuna etkileri.

Asnfl mutanti S. cerevisiae Yaban tip S. cerevisiae

Gen Fiizyonlar
uzZyoniart |- - Glukoz* | %0.05Glukoz | %2 Glukoz | %0.05 Glukoz

Nthl-lacZ 2733+ 271 2418 £ 720 3235+ 50 8381 +£284

Cycl-lacz 61+7 63+2 209 + 13 749 £ 102

*B-Galaktozidaz aktiviteleri (+ standart sapma) dakikada hidroliz edilen nmol
ONPG/mg toplam protein olarak verilmistir.
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4.5. Azot Sinyal fletim Yolunun NTH1 Transkripsiyonuna Etkileri.

S. cerevisiae’da trehaloz metabolizmasina etki eden faktdrlerden birisi de azot
aclhigidir. Amonyum ve glutamin gibi azot kaynaklar1 S. cerevisiae tarafindan tercih
edilen kaynaklardir. Bu bilesiklerin yoklugunda S. cerevisiae farkli azotlu bilesikleri de
azot kaynagi olarak kullanir. Arastirmamizin bu boliimiinde azot sinyal iletim yolunun
NTH1 geni transkripsiyonuna etkileri incelendi. Bunun i¢in farkli bir yaban tip
(YST182) ve azot sinyal iletimi yolunda hedef genleri aktive eden AgIn3-Agatl
transkripsiyon faktorlerini icermeyen izogenik mutant S. cerevisiae (YST184) suslari
kullanldi. Yaban tip ve izogenik mutant S. cerevisiae suslarina Nthl-lacZ gen
flizyonunu igeren plazmit ayr1 ayri transform edildi. Transformant S. cerevisiae
hiicreleri zengin azot kaynagi olarak glutamin ve azot aclig1 sinyalini aktive eden prolin
iceren lireme ortamlarinda ayri ayri tretilerek Nhtl-lacZ gen flizyonundan yapilan

transkript seviyeleri enzimatik olarak belirlendi.

Yaban tip S. cerevisisae susunda Nthl-lacZ gen flizyonundan yapilan
transkripsiyonun azot aglhigini uyaran prolinli tireme ortamimda normal (glutaminli
ortam) ortamda {iiretilen transformantlara gore yaklasik %40 daha fazla gerceklestigi
bulundu (Cizelge 4. 5). Normal, glutamin iceren lireme ortaminda 5678 iinite olarak

gerceklesen transkripsiyonun prolinli ortamda 8392 {inite olarak gerceklestigi bulundu.

AgIn3/Agatl mutant1 S. cerevisiae hiicrelerinde ise azot sinyal iletim yolunun
Nthl-lacZ gen flizyonundan yapilan transkripsiyona onemli miktarda bir etkisinin
olmadig1 belirlendi. Ayrica, bu mutant S. cerevisiae susunda hem normal ve hem de
prolin igeren lireme ortaminda Nthl-lacZ gen fiizyonundan yapilan transkripsiyonda
yaban tip susa gore ortalama 2-2.5 kat bir azalma oldugu goriildii. Normal ortamda
yaban tip susda 5678 iinite olan Nth1-lacZ transkripsiyonunun ayni igerikli besiyerinde
tireteilen mutant susta 2715 iiniteye azaldigi belirlendi (Cizelge 4. 5). Prolinli ortamda
tiretilen mutant susta Nthl-lacZ gen fiizyonunda normal ortama gore az miktarda bir
aktivasyon oldugu da belirlendi. Normal ortamda 2715 iinite olan transkripsiyonun

prolinli ortamda yaklasik %25 kadar artarak 3423 tinite oldugu bulundu (Cizelge 4. 5).
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Cizelge 4.5. Azot sinyal iletiminin NTH1 transkripsiyonuna etkileri.

Gen Fiizyonlan

Yaban tip S. cerevisiae

AgIn3/Agatl mutanti
S. cereveisiae

Glutamin*

Prolin

Glutamin Prolin

Nthl-lacZ

5678 £563

8392 £378

2715 +476 3423 +£307

*B-Galaktozidaz aktiviteleri (+ standart sapma) dakikada hidroliz edilen nmol
ONPG/mg toplam protein olarak verilmistir.
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5. TARTISMA

Trehaloz S. cerevisiae’da stres kosullarinda sitoplazmada biriken ve koruyucu
ozelligi de olan bir metabolittir. Trehaloz ayn1 zamanda S. cerevisiae’da hekzokinaz
enzimlerine etki ederek glukozun hiicrede glikolitik yola girigini de kontrol etmektedir.
Bu islevleri nedeni ile hem logaritmik ve hem de duragan faz ve olumsuz kosullarda
sentez edilmektedir (Blasquez ve ark. 1993, Francois ve Parrou 2001). Trehaloz
biyosentezi trehaloz enzim kompleksince (TPS) yapilirken hidrolizi de nétral ve asidik
trehalaz enzimlerince yapilmaktadir. S. cerevisiae’da trehaloz miktarinin belirli bir
seviyede tutulabilmesi i¢in her hem TPS ve hem de trehalaz enzimlerinin belirli

oranlarda siirekli olarak aktif durumda olmasi gerekir.

Arastirmalarimizdan elde edilen sonuglar ndtral trehalaz enzimini kodlayan
NTH1 geninin bazal seviyedeki transkripsiyonunun oldukga yiiksek seviyede yapildigini
gostermektedir. Trehaloz birkiminin en yliksek seviyede yapildigi duragan faz da dahi
NTH1 transkripsiyonunun logaritmik fazdan daha fazla yapildigi bulunmustur. Bu
sonuglar NTH1 geni transkripsiyonunun daha Once rapor edilen TPS1 geni
transkripsiyonuna paralel olarak yapildigini gostermektedir. Boylece TPS tarafindan
sentez edilen trehalozun belirli bir hizla nétral trehalaz enzimi tarafindan hidroliz
edilerek trehalozun sitoplazmada fazla birikimi 6nlenmis olabilir. Trehalozun hidrolizi
ile agiga cikan glukozun Onemli bir boliimii de baska bir depo karbonhidrati olan
glikojen biyosentezinde kullanilabilir. Bu sekilde fazla trehaloz ve bunun hidrolizi ile
aciga c¢ikan sitoplazmik fazla glukozun metabolizmaya olumsuz bir etkisi olmadan
baska bir depo karbonhidrat1 olan glikojene geri-doniisiimii saglanmaktadir (Parrou ve

ark. 1997).

Arastirmalarimiz sirasinda elde edilen bulgular NTH1 geni transkripsiyonunun
glukoz ve azot sinyal iletim yollar1 ile kontrol edildigini gostermektedir. NTH1 geni
transkripsiyonunun diisiik glukoz veya gliserol-laktat iceren ortamda aktive edildigi
bulunmustur. Diisiik glukoz sinyali sitoplazmik protein kinaz olan Snflp’yi aktive eder

(Gancedo 1998). Elde ettigimiz sonuglar NTH1 geni transkripsiyonunun Asnfl mutanti
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hiicrelerde diisiik glukoz sinyaline yanit olarak aktive edilmedigini gostermistir. Bu
mutant S. cerevisiae susu ile elde edilen bu genetik sonu¢ NTH1 geni transkripsiyonel
aktivasyonunun onemli oranda Snflp tarafindan yapildigini one siirmektedir. Bununla
birlikte bir protein kinaz olan Snfl’in hangi transkripsiyon faktorlerine etki ederek
NTH1 geni transkripsiyonunu aktive ettigi heniiz tam olarak gosterilmemistir. Daha
once yayimlanmis olan bir arastirmada NTH1 geni promotor bdlgesinde transkripsiyon
faktorleri Msn2p ve Msndp’nin baglanma dizisi olan STRE dizisinin (5’-CCCCT-3")
baz1 stres kosullarinda NTH1 transkripsiyonu ig¢in gerekli oldugu bulunmustur
(Zahringer ve ark. 1997, 2000). Bu nedenle Snflp tarafindan aktive edilen ve NTH1

geni transkripsiyonu icin gerekli olan faktdrlerden bazilart Msn2p ve Msn4p olabilir.

Arastirmalarimiz sirasinda NTH1 geni transkripsiyonunun azot sinyal iletim yolu
ile de kontrol edildigi ve azot agliginin NTH1 geni transkripsiyonunu aktive edildigi
bulunmustur. Azot sinyal iletim yolunun aktivasyonu sonucu hedef genlerin
transkripsiyonel kontrolu GATA faktorleri olarak bilinen transkripsiyon faktorlerince
yapilmaktadir (Cooper 2002, Magasanik ve ark. 2002). Elde ettigimiz sonuglar GATA
faktorleri olan GIn3p ve Gatlp’yi igermeyen S. cerevisiae susunda azot agligi
durumunda NTH1 geni transkripsiyonunun aktive edilmedigini gostermistir. Bu sonug
da NTH1 geni transkripsiyonunun azot sinyal iletim yolu ile de GATA faktorleri
tarafindan kontrol edilebildigini 6ne stirmektedir. NTH1 geni promotor bdlgesinde
yaptigimiz incelemede GATA faktorlerinin baglanma dizisi olan 5’-GATAA-3’nin ¢ok

sayida bulundugu gorilmiistiir.

S. cerevisiae’da NTH1 geni anlatiminin ¢ogunlukla translasyon sonrasi
fosforilasyon ile kontrol edildigi one siiriilmiistir (App ve Holzer 1989). Bu tez
arastirmasindan elde ettigimiz sonuglar ise NTH1 gen anlatiminin transkripsiyon

seviyesinde de kontrol edildigini gostermektedir.
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EKLER

Ek 1: Arastirmada Kullanilan Besi Yerleri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi.

1: YPD (Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz)

Bu iireme ortami arastirmalarimizda kullanilan S. cerevisiae suslarii {iretmek
icin zengin besiyeri (Secici olmayan ilireme mortami) olarak kullanildi. Bu {ireme
ortamini1 hazirlamak i¢in 10 gram yeast ekstrakt, 20 gram pepton toplam 1 litre olacak
sekilde distile suda ¢oziildii ve karisim 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.

Kati, zenginbesiyeri olarak kullanilan YPD petrilerini hazirlamak i¢in yukarida
belirtilen sekilde hazirlanan YPD sivi besiyerine 20 gram/litre olacak sekilde agar
eklendi ve 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.

Bu iireme ortamina karbonhidrat kaynagi olarak glukoz ilave edildi. Glukoz %
20’lik stok cozelti olarak hazirlandi ve 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.
Steril glukoz kullanimdan hemen 6nce lireme ortamina son konsantrasyon %2 olacak

sekilde besiyerine ilave edildi.

2: Sentetik tam —Ura Ureme Ortam (SC-ura )

Bu iireme ortami1 S. cerevisiae transformantlarinin {iretilmesinde secici besiyeri
olarak kullanildi. Bu besiyerini hazirlamak i¢in 6.7 gram YNB (% 0.5 amonyumlu ve
aminoasitsiz) 1 litre distile suda ¢oziildii. 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.
YNB kat1 besiyerini hazirlamak i¢in, 20 gram/litre olacak sekilde sterilizasyondan once
agar ilave edildi. Aminoasit kaynagi olarak urasil igermeyen aminoasit karigimi (Sigma
Y-1501) 1.92 gram/litre olacak sekilde kullanimdan hemen 6nce hazirland1 ve filtre ile

steril edilerek YNB ortamina eklendi.

3: LB (Luria-Bertani Broth)

Bu tireme ortami1 E. Coli susunu tiretmek i¢in zengin besi yeri olarak kullaniuldi.
LB ortamimi hazirlamak i¢in 10 gram tripton, 5 gram yeast ekstrakt, 10 gram NacCl
toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda ¢oziildii. Besiyeri 121 °C’de 25 dakika
otoklavda steril edildi.
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Transformant E. Coli hiicrelerinin se¢iminde kullanilacak LB-Ampisilin lireme
ortamini hazirlamak igin, filtre ile sterilize edilmis ampisilin 100 mg/litre olacak sekilde
bakteri transformantlarini ekim yapilmadan 6nce taze olarak iireme ortamina eklendi.

Kat1 besiyeri olarak LB petrilerini hazirlamak igin ise LB siv1 besiyerine 15
gram/litre agar eklendi ve 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. Ampisilin

100mg/litre olacak sekilde tireme ortamina Sterilizasyondan sonra ilave edildi.

4: Lityum Asetat-TE
Bu karigim S. cerevisiae hiicrelerinin transformasyonunda kullanildi. 3.5 ml 250

mM Lityum asetat; 10 mM Tris pH:8.0, | mM EDTA pH:8.0 ile ¢6ziilerek hazirlandu.

5: YN Minimal Ureme Ortam

Bu tlireme ortami1 S. cerevisiae da azot sinyal iletim yolu etkilerini inclemek i¢in
kullanildi. Bunun i¢in 1.7 g/l Yeast Nitrogen Base (amonyumsuz ve aminoasitsiz)
distile suda ¢oziildii ve otoklavda steril edildi. Azot kaynagi olarak son konsantrasyonu
%0.1 olacak sekilde filtre ile steril edilmis glutamin veya prolin eklendi. Karbonhidrat
kaynagi olarak da son konsantrasyonu %2 olacak sekilde steril %20lik stok ¢ozeltiden
glukoz ilave edildi. YN minimal kati besiyeri hazirlamak igin ortama son

konsantrasyonu %?2 olacak sekilde agar agar ilave edildi.

6: Lizis Tampon Cozeltisi

Bu ¢6zelti tireme periodlart sonunda S. cerevisiae transformantlarini siispanse
etmek icin kullanildi.

100 mM tris HCI pH:8.0

1 mM DL-Dithiothreitol

%20 (V/V) Gliserol

4mM Fenil Metil Siilfonil Fulorid

7: Z-Buffer
Bu tampon ¢ozelti S. cerevisiae transformantlarinda 3 galaktozidaz aktivitesini

belirlemek i¢in kullanildi.

60mM NayHPO,.7H,0
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40 ml NaH,PQO,4.H,0
10mM KCI

1mM MgS0,.7H,0
50mM 2-Merkapto Ethanol

Lowry A Cozeltisi
% 2’lik Na,CO3 (0.1 N NaOH ¢ da ¢oziinmiis)

b) Lowry B Cozeltisi
% 0.5 ‘lik CuSQO4 (% 1’ lik NaK-tartarat” da ¢6ziinmiis)
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Ek 2: p- Galaktosidaz Aktivitesinin Hesaplanmasi.
S. cerevisiae transformantlarindan transkribe edilen lacZ fiizyonlarindan
sentezlenen (-galaktozidaz enzim aktiviteleri asagida verilen formule gore olusturulan

excel programi kullanilarak hesaplandi.

B-Gal Unitesi: [ODgy x 1.7] / [0.0045x%Protein Konsantrasyonu x reaksiyondaki lizat
hacmi x zaman]

ODy: sar1 rengin absorbansi

1.7: sar1 rengin bulundugu tiiptin hacmi: 980 pl Z buffer
20 pl lizat
200 ul ONPG
500 ul NaCOs

0.0045— ONPG’nin molar absorbsiyon katsayisi

Protein konsantrasyonu: mg/ml

Lizat hacmi: Degisken (ml)

Zaman—Sar1 rengin olustugu zaman (dk)

B-Galaktozidaz Unitesi dakikada hidroliz edilen nmol ONPG/mg toplam protein olarak

verilmistir.
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