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OZET
Yiksek Lisans Tezi

APOPTOZ VE OTOFAJI SINYALLERININ TY1 VE TY2
PSEUDOVIRUSLERINDE GEN ANLATIMINA ETKILERININ MOLEKULER
ANALIZI

Ceyda COLAKOGLU

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Sacchoromyces cerevisiae retrotranspozonlart incelemek i¢in kullanilan GRAS bir
mikroorganizmadir. S. cerevisiae genomunda Tyl-Ty5 olarak adlandirilan 5 ¢esit
retrotranspozon bulunur. Bu retrotranspozonlar retroviriislere genomik acidan
benzedikleri i¢in pseudoviriis olarak da bilinirler. Genomda sayilari sabittir ve TYA ve
TYB olarak adlandirilan iki adet acik okuma c¢ergevesini sahiptir. TYA; VLP
olusumunu saglarken, TYB; reverse transkriptaz, integraz ve proteaz enzimini
olusturmaktadir. TYB’nin translasyonu TYA:TYB fiizyon proteini olarak yapilir ve bu
translasyon islemi ribozomal c¢erceve kaymasi ile gerceklesir. Ty genomlarindan hicbir
translasyon ve transkripsiyon faktorii kodlanmaz. Transkripsiyon ve translasyonlar1 i¢in
tiim faktorleri virlislere benzer sekilde konak hiicresi olan S. cerevisiae nin faktorlerini
kullanirlar. Bu nedenle mayay1 etkileyen sinyallerin Ty elementlerini de etkiledigi
diisiiniilmektedir. Apoptoz programli bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Otofaji ise protein
bozunmasini indiikleyen ve hiicre dengesini saglayan bir siirectir. Ureme ortaminda
asetik asitle yaratilan apoptoz sinyali ve kafeinle yaratilan otofaji sinyallerinin S.
cerevisiae’'da ¢esitli genlere olan etkisi bilinmektedir. Bu arastirmada; mayada deneysel
olarak olusturulan apoptoz ve otofaji sinyallerinin Tyl ve Ty2’nin transkripsiyon ve
ribozomal c¢erceve kaymasi iizerindeki etkisi incelendi. Yapilan ¢alismada; apoptoz ve
otofaji sinyallerinin mutant suslardaki Tyl ve Ty2 elementlerinin transkripsiyonunu
farkl1 oranlarda etkilendigi goriildi. Tyl ve Ty2 elementlerinin transkripsiyonunun;
apoptoz ve otofaji sinyali ile azaldig1 belirlendi. Ty elementlerinde programli ribozomal
cerceve kaymasinin da selektif otofaji tiirleriyle %50 oranda azaldig: belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Otofaji, S. cerevisiae, Transkripsiyon, Ribozomal
Cerceve Kaymasi, Ty elementleri.

2020, XII + 65 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

MOLECULAR ANALYSIS OF THE APOPTOSIS AND AUTOPHAGY SIGNALS
ON THE GENE EXPRESSIONS IN TY1 AND TY2 PSEUDOVIRUSES

Ceyda COLAKOGLU

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Sacchoromyces cerevisiae is a GRAS microorganisms used to study retrotranspozons.
S. cerevisiae contains 5 different types of retrotransposon, known as Tyl-Ty5, in its
genome. These retrotranspozons are also known as pseudoviruses because they are
genomically similar to retroviruses. Their numbers are constant in the genome and have
two open reading frames, called TYA and TYB. While TYA provides VLP formation,
TYB forms reverse transcriptase, integrase and protease enzyme. The translation of
TYB is done as TYA:TYB fusion protein, and this translational process occurs by
ribosomal frameshift. There is no translation and transcription factors encoded from Ty
genomes. All factors for transcription and translation use factors of S. cerevisiae, the
host cell, similar to viruses. Therefore, the signals affecting yeast are thought to affect
Ty elements as well. Apoptosis is a programmed cell death mechanism. Autophagy is a
process that induces protein degradation and ensures cell balance. Apoptosis can be
activated by acetic acid in yeast. Moreover, autophagy pathway can be activated by
caffeine. Apoptosis and autophagy signals affects many different genes in S. cerevisiae.
In this study, the effect of experimentally generated apoptosis and autophagy signals on
transcription and ribosomal frameshift of Tyl and Ty2 was studied in yeast. The study
showed that apoptosis and autophagy signals affect the transcription of Tyl and Ty2
pseudoviruses in mutant strains at different rates. Transcription of the Tyl and Ty2 was
determined to decrease with apoptosis and autophagy signaling. It was determined that
ribosomal frameshift in Ty elements decreased by 50% with selective autophagy types.

Keywords: Apotosis, Autophagy, S. cerevisiae, Transcription, Ribosomal Frameshift,

Ty elements.
2020, XII + 65 pages
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1. GIRIS

Saccharomyces cerevisiae, tek hiicreli bir Okaryottur ve tipik olarak okaryotlatda
bulunan membranli organelleri igerir. Laboratuvar kosullarinda, uygun sartlarda 90
dakikada bir boliiniir. Tomurcuklanan maya S. cerevisiae, 0karyotik hiicre biyolojisinde

incelemeler i¢in ¢ok iyi bir model organizmadir (Duina ve ark. 2014).

LTR retrotranspozonlari, sitoplazmik kapsidlerinde, reverse transkripsiyon ile
RNA’larindan cDNA olustururlar ve retroviriislerin evrimsel atalaridir (Curcio ve ark.
2015). S. cerevisiae, tim genom dizisi bilinen bir model organizma oldugundan
retrotranspozonlar1 incelemek i¢in essiz bir firsat sunmaktadir. Ty (Transposon Yeast)
denilen bu elementler genomun % 1.5’ini olustururlar (Grosshans ve ark. 2013). S.
cerevisiae, genomu 5 farkli gesitte retrotranspozon igermektedir. Bunlar Ty1-Ty5 olarak
adlandirilir (Jordan ve Mecdonald 1999). Ty elementleri uzun terminal tekrar
sekanslaria (LTR) gore ayirt edilirler ve bu bolgeler Tyl ve Ty2 igin delta, Ty3 i¢in
sigma, Ty4 i¢in tau ve TyS5 i¢in pseudo x olarak adlandirilir (Clare ve ark. 1988). Ty
elementlerinde gen ifadesi transkripsiyon ve translasyon seviyesinde kontrol edilir.
Translasyonel kontrol ribozomal gerceve kaymasi ile kontrol edilir (Clare ve ark. 1988,
Belcourt ve Farabaugh 1990). Ty transkripsiyonu promotor dizileri ve kontrol
elementlerinde bulundugu 5’LTR’de baglar ve 3> LTR’de sonlanir. 5> LTR’de tRNA™
icin baglanma bolgesi ve 3’LTR’de oligopiirin baglanma bdlgesi icerir. Bunlar Ty
elementlerinin replikasyonu i¢in Onemlidir (Youngren ve ark. 1988). Ty’lerin

retroviriislerden farki env geni icermemeleridir (Boeke ve Sandmeyer 1991)

Ty elementleri iki adet agik okuma cergevesi (ORF) icerir. Bunlar TYA ve TYB olarak
adlandirilir ve retroviriislere de bu acidan benzerler. Bu ORF’ler retroviriislerdeki gag
ve pol bolgelerine homologdurlar. TYB ve TYA okuma bdlgelerinde 38-44 bp kadar
cakisik bir bolge bulunur (Clare ve ark. 1988, Belcourt ve Farabaugh 1990). TYB Ty
elementlerinin replikasyonu i¢in gereken katalitik proteinleri kodlar. Bunlar; proteaz,
integraz ve reverse transkriptazdir. TYA ise translasyon sonrasi proteolitik olarak

kesilerek hiicre sitoplazmasinda viriis benzeri parcaciklar1 (VLP) olusturur (Curcio ve



ark. 2015). Ty elementlerinin genomda replikasyon dongiisiiniin retroviriislerde oldugu

gibi RNA araciligiyla gergeklestigi gosterilmistir (Boeke ve ark. 1988).

Tyl ve Ty2 yapisal olarak birbirlerine ¢ok benzerler ve diger Ty’lerden farklidirlar. Bu
TY’lerin genomlar1 6 kb uzunlugunda ve LTR bolgeleri ise 335 bp uzunlugundadir
(Boeke ve ark. 1988, Mellor ve ark. 1985). Tyl’in transkripsiyonu haploid ve diploid
hiicreler arasinda fark gosterir (Company ve Errede 1988). En ¢ok calisilan Ty’lerden
olan Tyl; haploid genom basina 30 kopya, Ty2 10 kopya, Ty3 ise ve 4 kopya kadar
bulunabilir. Kopya sayilarinin bazi S. cerevisiae suslarinda ufak farkliliklar gosterdigi

bilinmektedir.

S. cerevisiae programli hiicre Oliimiinli incelemek i¢in avantaji olan bir model
organizmadir (Gutierrez ve ark. 2010). Ty pseudoviriisleri transkripsiyon ve
translasyonlar1 i¢in kullandiklar1 faktorleri konak hiicreden kullandiklart igin farkl
hiicresel streslerin Ty iizerine de etki etmesi beklenir. Daha dnce apoptoz ve otofaji
sinyallerinin Ty pseudoviriisleri iizerine etkisi arastirilmamistir. Bu aragtirmada apoptoz
ve otofaji kosullarimin Ty pseudovirlislerinin gen anlatimina etkisini incelemek
amaglandi. Bunun i¢in Tyl ve Ty2 elementlerinin promotor bdlgelerini igeren raportor
genler kullanildi. Farkli mutant suslar ile yapilan deneylerde bazi protein kinazlarin ve
TY transkripsiyonunda yer alan transkripsiyon faktorlerinin apoptoz ve otofaji
sinyallerine yanit olarak Ty transkripsiyonunun kontrol edilmesinde gerekli oldugu
bulundu. Protein kinazlar Torlp ve Snflp’in apoptoz sinyaline bagl olarak Tyl ve Ty2
transkripsiyonunun kontrol edilmesinde islevleri oldugu tayin edildi. Tyl ve Ty2’de
promotor bolgesine baglanan transkripsiyon faktorleri Teclp ve Sgclp’nin de apoptoz
ve otofaji siireglerinde Tyl ve Ty2 elementlerinin transkripsiyonu icin farakl
derecelerde gerekli olduklart gosterildi. Ayrica Tyl’de programli ribozomal
frameshift’in de apotoz ve otofaji kosullarina bagli olarak kontrol edildigi gdosterildi.
Elde edilen sonucglar Tyl ve Ty2 elementlerinde gen ifadesinin apoptoz ve otofaji

sinyalleri ile farkli sekilde kontrol edildigini gostermektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Saccharomyces cerevisiae’nin Onemi ve Genom Yapisi

S. cerevisiae genomu sekanslanan ilk dkaryotik organizmadir. Biitiin diinyada temel
bilimlerde ve 6zellikle molekiiler biyolojide ¢alisilan 6nemli bir organizmalardan biridir
(Goffeau ve ark. 1996, Engel ve ark. 2014). S. cerevisiae genel olarak giivenli, GRAS,
mikroorganizmalardan biridir. S. cerevisiae maya (yeast) kavrami ile 6zdeslesmistir.
Maya denildiginde genellikle de S. cerevisiae anlagilir. Maya hiicrelerinin ¢ap1 5 pm’dir
ve uygun petrilere ekildiginde 3-4 giin sonra koloni olusturabilirler. Maya stoklari
gliserolde —80 C’de sinirsiz siirede depo edilebilir. Laboratuvarda kolay sekilde tiretilir.
Normal kosullarda yaban tip S. cerevisiae suslar1 90 dakikada bir boliiniir ve besiyerleri
kolay sekilde temin edilebilir. Bu agidan kullanim agisindan oldukg¢a avantaj
tasimaktadir. Ayrica genom boyutunun kiiclik olmasi, yasam dongiisiiniin kontrol
edilebilir olmas1 da 6nemli avantajlarindandir (Goffeau ve ark. 1996). S. cerevisiae,
bircok alanda Onem tasimaktadir. Endiistriyel ve klinik caligmalarda sik sik
kullanilmaktadir. Ornegin klinikte antifungal ila¢ tasarimi ve testleri i¢in model
organizma olarak kullanilmaktadir (Goffeau ve ark. 1996, Duina ve ark. 2014, Greig ve
Leu 2009). S. cerevisiae’da temel molekiiler biyoloji, biyokimya, genetik gibi alanlarda
yapilan ¢aligmalar Nobel Tip ve Fizyoloji, Nobel Kimya gibi farkli bir¢ok alanda da
Nobel odiilii alinmig temel ¢aligmalardir. Hiicre dongiisii, telomer yapilart ve telomeraz
islevi, otofaji gibi temel hiicresel siireclerin molekiiler bilesenleri, isleyis ve kontrol
mekanizmalar ilk kez S. cerevisiae’da tanimlanmistir. Bu nedenle S. cerevisiae yiizyilin

model organizmasi olarak da degerlendirilmistir (Botstein ve Fink 2011).

S. cerevisiae genomu yaklagik 12.068 kbg¢ uzunluktadir. Bu genomda 5885 protein
kodlayan gen, 140 spesifik rRNA, 275 tRNA geni ve 16 kromozomu vardir (Anonim
2020a, Goffeau ve ark. 1996). XII. kromozomda bulunan rDNA tekrarlar1 suslar
arasinda kisa farkliliklar gosterebilir. Bu nedenle genom biiyiikliigii literatiirde yaklasik
olarak 12.068 kb seklinde de verilmektedir. S. cerevisiae’da ayrica 786 adet silipheli
ORF denen ORF vardir. Bunlar teknik olarak ORF’dirler fakat protein kodlama olasilig1




diisiik oldugundan boyle adlandirilmistir (Duina ve ark. 2014). Genomda ayrica 2
mikron plazmiti, RNA viriisleri ve Ty elementleri bulunmaktadir. Protein kodlanan

genlerinde intron ¢ok azdir, intron bulunma siklig1 %4 oranindadir (Feldman 2012).

S. cerevisiae nin en kiigiik 4 kromozomlari; 1, 3, 6 ve 9. kromozomlardir ve bunlarin
rekombinasyon frekanst genom ortalamasina gore fazladir. S. cerevisiae’da 3.
kromozom hiicrenin esey tipini belirlemek i¢in gerekli bilgileri igeren kromozomdur.
Ayn1 zamanda S. cerevisiae 111. kromozomu DNA ve kromozom arastirmalar: tarihinde
ilk sekanslanan okaryotik kromozomdur. S. cerevisiae hiicreleri haploid ya da diploid
olabilirler. Haploid hiicreler esey tipi olarak MATa, MATua olabilirler. Diploid hiicreler
ise bu haploid hiicrelerin eslesmesi sonucu MATa/o diploid hiicresini olustururlar.
Diploid hiicreler belirli stres kosullar1 altinda spor olusturabilirler (Sekil 2.1) (Feldman
2012, Duina ve ark. 2014). Haploid S. cerevisiae hiicreleri ayni lireme ortaminda
olduklarinda eslesmek i¢in a veya o faktorii salgilar. Bu faktorler salgilanip zit esey
tipindeki hiicrede bulunan feromon reseptorlerine baglanir ve hiicre dongiisii Gl
asamasinda durdurulur. Bu sekilde maya hiicreleri hiicre fiizyonundan 6nce ayni hiicre
dongiisii asamasinda senkronize edilirler (Wilkinson ve ark. 1974, Feldman 2012). S.
cerevisiae bgok nadir olarak belirli fizyolojik kosullarda esey tiplerini degistirebilirler.

Buna mating type switch (esey doniisiimii) denir.

S. cerevisiae tek hiicreli Okaryottur ve membrana bagli organelleri igerir. Niikleus,
endomembran sistemi, mitokondri gibi organellere sahiptir. S. cerevisiae hakkinda tiim
bilgiler SGD veri bankasinda mevcuttur (Feldman 2012, Anonim 2020a). S. cerevisiae
icin her gen {irlinii ve yapist bu veri bankasinda sunulur. Ayrica YEASTRACT veri
tabaninda S. cerevisiae’nin transkripsiyon faktorleri gibi bir¢ok bilgi elde edilebilir

(Costanzo ve ark. 2014, Anonim 2020b).
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Sekil 2.1. S. cerevisiae haploid ve diploid hiicreler i¢in hiicre dongiisii (Duina ve ark.
2014).

2.2. 8. cerevisiae’da Otofaji ve Kontrol Mekanizmalari

Otofaji terimi ilk defa Christian de Duve tarafindan 1960'larda kullanilmistir. Otofaji
alaninda molekiiler diizeydeki arastirmalar ise 1990’lh yillarda baslamistir. Otofaji
sinyalinin olusumu ve ilgili siiregcteki molekiiler bilesenler S. cerevsiae’da ayrintili
olarak oOzellikle Prof.Dr. Yohsinori Ohsumi tarafindan yapilan c¢alismalar ile
aydmlatilmistir (Ohsumi 2014). Bu calismalari sonucu Prof.Dr. Y. Ohsumi 2016’de
Nobel Tip ve Fizyoloji ddiiliine layik goriilmiistiir. Glinlimiizde S. cerevisiae’da otofaji
ile alakali 40’tan fazla ATG (AuTophaGy related) geni ve islevleri tanimlanmistir
(Torggler ve ark. 2017, Delorme-Axford ve Klionsky 2018).

Otofaji besin aglig1 ile baslatilan ve protein bozunmasini indiikleyen siiregtir (Noda ve
Ohsumi 1998). Otofaji, hiicre fizyolojisinin korunmasinda ¢cok 6nemli bir yere sahiptir.
Otofajinin bir hayatta kalma mekanizmast oldugu diisliniilmektedir. Bu siireg,
Okaryotlarda neredeyse tiim hiicrelerde olabilir ve bazal diizeyde gerceklesir. Fakat
farkli kosullarda Ornegin; aglik kosullari, organellerde hasar gibi durumlarda aktive

olabilir. Otofajinin ayirt edici 6zelligi hiicre sitoplazmasinda ¢ift membranli otofagozom



olusumudur. Otofagozom, bu siirecin son {irlinidir ve fagofor, otofagozomun
oncisiidiir. Mayalarda otofagozom ¢ap1 300- 900 nm arasinda degismektedir (Sekil 2.2)
(Axford-Delorme ve ark. 2015, Karadag 2016).

Otofajinin ¢ tlirli vardir. Bunlar; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji
olarak adlandirilirlar (Miiller ve ark. 2015). Mikrootofaji ve makrootofaji arasinda
birtakim farkliliklar vardir. Mikrootofajide; tiibiiller, vokuolar membrandan liimene
dogru giderler ve mikrootofajinin dogrudan Atg proteinlerini icermedigi bilinmektedir.
Bu siiregler iginde mikromitofaji, mikropeksofaji gibi siirecleri de vardir. Mikrootofaji,
secici veya se¢ici olmayan tiirlere sahiptir (Axford-Delorme ve ark. 2015). Organeller,
secici olmayan otofaji ile organel hasarlanirsa ya da organel islevinde herhangi bir sorun
¢ikarsa elimine edilebilirler. Ornek vermek gerekirse mayalar peroksizoma ihtiyag
duyduklart bir durumdan tercih ettikleri karbon kaynagina aktarilirsa peroksizomlar

peksofaji siireci ile elimine edilir (Reggiori ve Klionsky 2013).

Otofajinin transkripsiyonel kontrolii farkli transkripsiyon faktorlerine baglidir. Bu
faktorler sirasiyla Ume6p, Pho23p, Rphlp, Riml5p, Gendp, Gln3p, Gatlp ve
Yaplp’dir. Ume6p; besin varhiginda Atg8p promotorunda baglanma bdlgesine
baglanarak repressor gorevi goriir. PHO23’lin delesyonunun otofagozom olusumunu
arttirdigr ve ATG’leri upregiile ettigi gortilmiistiir. Rphlp histon demetilazdir. Rph1’in
delesyonunun otofagozom olusumunu arttirdigr goriilmistiir. Rim15p, Ume6p ve
Rphlp'i fosforile eder. Fosforilasyon sonucu bu faktorleri inhibe eder ve ATG genlerinin
derepresyonunu saglar. Tyl i¢in 6nemli olan transkripsiyon faktérii Gendp; aghk
yaratildiginda aminopeptidazin verilmesinde ve ATG aracili otofaji indiiklemesinde
gorevlidir. Son olarak Yaplp; aglikta A7G15°1 pozitif diizenler ve bu faktor de lizisi
kolaylastirir (Delorme-Axford ve Klionsky 2018).
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Sekil 2.2. S. cerevisiae’da otofajinin genel mekanizmasi. Sekilde otofajinin 4 temel
asamas1 gosterilmistir. 11k asamada fagofor indiiksiyonu ve cekirdeklenmesi baslar.
Sonraki asamalarda fagofor biiylimeye baslar ve otofagozom kapanip formunu alir.
Daha sonra otofagozom ve vokuol fiizyonu gergeklesir. Otofajik cisim olusur ve otofaji
gerceklesir. Fagofor membraninin elongation asamasindan 6nce Atg8p; Atgdp, Atg7p,
Atg3p ile proteolitik olaylar1 takiben Atg8-PE’ye doniisiir. Ayrica membran uzamasi
icin Atgl2’nin sekilde goriilen ubiquitin benzeri sisteme ihtiyaci vardir (Axford ve ark.
2015).

2.2.1. 8. cerevisiae’da mitofaji

Mitokondri 6karyotik hiicrelerin metabolik islevlerinde ¢ok fazla fonksiyonu olan ¢ift
membran yapisina sahip semiotonom bir organeldir. I¢ membran, dis membran ve
matriksten olusur (Mannelle ve ark. 1997). Sitrik asit dongiisii, yag asitlerinin
oksidasyonu gibi bir¢ok hiicresel isleve sahiptir. Otofaji lizerinden gidilirse mitofaji
terimi ilk defa John Lemasters tarafindan tanimlanmistir (Lemasters 2005). Mitokondri
organelindeki hasarlara kars1 farkli bir otofaji olan mitofaji indiiklenir. S. cerevisia’da
mitofaji, fermente edilemeyen karbon kaynaklarindan (gliserol laktat gibi) glukoz
ortamina gegis ile, Tor kinaz inhibitorii olan Rapamycin uygulamasi ile veya azot agligi
sonucu TOR kinaz kompleksinin inhibisyonu ile saglanabilir (Kanki ve ark. 2011,
Kanki ve Klionsky 2008).



Hiicre icinde diisiik seviyede glutatyon bulunmasi da mitofajiyi engeller. Mitofaji
basladiginda Atg32p ve Atgllp baglanir. Atg8p fagoforu diizenler ve bununla beraber
mitofaji prosessi devam eder ve sonugta mitokondri elimine edilir (Sekil 2.3) (Kanki ve

Klionsky 2010).
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Sekil 2.3. Mitofajinin gelisimi ve mitofaji i¢in gerekli faktorler (Kanki ve Klionsky
2010).

S. cerevisia’da yliksek cAMP konsantrasyonun fazla olmasi otofajinin baslamasini
baskilamaktadir. A¢lik bu maya hiicrelerinde yalniz otofajiyi indiiklemez ayni zamanda
hiicreleri G1 fazinin erken asamalarinda tutar. Bu durum memeli hiicrelerine benzer.
Target of Rapamycin (Torlp) bir ¢esit serin-threonin kinaz olup otofaji sinyal yolaginda
onemli bir paya sahiptir. Bu kinaz hiicreleri stres kosullarinda G1 agamasinda tutmasin

saglar (Noda ve Ohsumi 1998).

Besin varliginda Torl ve Ras/cAMP bagimli PKA sinyal kaskadlar1 aktif haldedirler.
Bu halde Atglp ve Atgl3'ii hiperfosforile bir durumda tutulmaktadir. Bu durumda
otofagozom yerine Cvt vezikiilleri olusur. Cvt yolu selektif otofajinin 6zel bir tiiriidiir.
Cvt yolunun; Apelp; (aminopeptidaz 1), Amslp; (a-mannozidaz 1) ve Apedp; (aspartil
aminopeptidazi) vokuollere tagima gorevi vardir. Bu enzimler daha sonra otofaji igin
kullanilmaktadir. Torlp, ayrica PP2A fosfotaz ailesine liyeleri negatif regiile ederken bir
kinaz olan Sch9’u pozitif olarak regiile eder. Sonu¢ olarak niikleusta otofajide 6nemli
islevleri olan ATGS8, ATG14 gibi ilgili genler baskilanir. A¢lik durumunda ise PP2A

aktif hale gecer ve bir gesit stresle aktive edilen transkripsiyon faktorii olan Msn2/4p



aktif hale geg¢irir. Bu da niikleusta ilgili genlerin otofaji olusumu i¢in indiiklenmesi

saglanir (Sekil 2.4) (Cobellero ve Reggiori 2009).
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Sekil 2.4. S. cerevisiae 'da aglikla uyarilan otofaji yolu (Cobellero ve Reggiori 2009).

Bu arastirma deneysel olarak otofaji kosullarin1 olusturmak i¢in kafein kullanilmistir.
Kafein bir piirin analogudur ve yapilan ¢aligmalarda kafeinin belirli derecelerde
kullanildiginda hiicre 6liim mekanizmasin tetikledigi goriilmiistiir. Kafein kullanimi ile
hiicrede rapamicin verildiginde ¢ikan etkilere benzer etkiler gozlenmistir. Kafein ile
Mpklp fosforilasyonu gerceklesmektedir. Torl kinaz kafeinin hedefidir. Ayn1 zamanda
Pkclp-Mpklp kaskadim1 da aktive eder. Bu kaskad, Torlp ile birlikte Ras/cAMP
yolagini inhibe etmektedir ve otofajiye neden olmaktadir (Kuranda ve ark. 2006).



2.3. 8. cerevisiae’da Apoptoz ve Kontrol Mekanizmalari

Apoptoz terimi ilk olarak 1972’de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan kullanilmistir.
Apoptoz bir programli hiicre 6limii mekanizmasidir (Elmore 2007). Apoptoz olarak
tanimladigimiz bu mekanizma kaspazlar sayesinde gergeklesir. Bu sistein proteazlar,
memelilerde inaktif zimojen olarak bulunmaktadir (Alnemri ve ark. 1996, Reed 2000).
Kaspazlar x-Glu-X-Asp konsensiis dizisinde aspartik asitten sonra substratlar1 keser
(Lavrik ve ark. 2005). Apoptoz insanlarda zarar gérmiis hiicreleri ortadan kaldirmak,
embriyogenez siirecinde doku ve organ gelisiminin tamamlanmasi gibi bir¢ok hiicresel
fonksiyona sahiptir. Apoptoz mekanizmasinin hasarlanmasi kanser, ndérodejeneratif

hastaliklar gibi bir¢ok hastaliga neden olur (D’arcy 2019)

Apoptoz biitlin Okaryotlarda korunmus bir hiicresel siiregtir (D’arcy 2019). S.
cerevisiae’da da apoptoz silireci bulunmakta olup koloni olusumu sonucunda yash
hiicrelerde siklikla goriliir (Jiirgensmeier ve ark. 1997, Madeo ve ark. 2004, Stolz ve
ark. 2011). S. cerevisae genom analizinde kaspaz benzeri bir protein bulunmustur ve
bunlara metakaspazlar denilmistir (Madeo ve ark. 2002). Metakaspazlarin da apoptotik
uyariyla beraber kaspaz benzeri proteolitik bir islev iistlendigi goriilmiistiir. (Madeo ve
ark. 2002, Mazzoni ve Falcone 2008). Maya metakaspaz1 Ycalp insandaki kaspazlardan
farkli olarak substratlar1 arginin ve lizinden sonra keserler (Wong ve ark. 2012). Ycalp,
CARD ve DED domainlerini icermezler ve N-terminal domainlerinin prion benzeri
isleve sahip domain oldugu oOngoériilmektedir (Lee ve ark. 2010). Ycalp’nin S.
cerevisiae’da azalmasinin ise hiicresel 6liimii azalttig1 da goriilmiistiir (Madeo ve ark.

2002). Ycalp’nin prodomaini Asn/Gln agisindan zengindir (Wong ve ark. 2012).

S. cerevisia’da da apoptozda bilinen ortak agamalar gerceklesir; DNA’ nin pargalanmasi,
kromatinlerin yogunlasmasi, fosfotidilserinlerin plazma membranina gegmesi, sitokrom
¢ salinmasi, apoptotik cisimler iginde fragmentlerin olusmast ve mitokondri
degredasyonunu igerirler (Madeo ve ark. 1997, Madeo ve ark 2002, Fannjiang ve ark.
2004, Koren 2006). Farkli kosullarla S. cerevisiae’de deneysel apoptoz uyarilabilir.

Bunlar; maya iireme ortamina subletal seviyede hidrojen peroksit, asetik asit, valproik
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asit, arsenik gibi maddelerin ilave edilmesi veya ¢ok yiiksek molaritede sodyum kloriir

(1.5 M gibi) ile hiperozmotik stres olusturulmasidir (Mazzoni ve Falcone 2008).

Asetik asit, S. cerevisiae’de alkol fermentasyonunun son iriinii olarak bilinmektedir.
Asetik asit maya tarafindan metabolize edilememektedir ve hiicrenin i¢ine girdiginde
hiicre i¢cindeki pH’1 hiicre disindaki pH’dan daha diisiik hale getirmektedir. Bu durumda
pH diistiigli i¢in, hiicre i¢inde bir asidifikasyon ve anyon kiimelenmesi olugmaktadir.
Sonug olarak hiicrenin metabolik aktivesi durmaktadir. Yapilan deneylerde asetik asidin
S. cerevisiae’de apoptozu uyardigi bulunmustur (Ludivico ve ark. 2001). Bu tez
aragtirmasinda da kullanilan maya suglarinda apoptoz siirecini uyarmak i¢in daha
onceden tayin edilen seviyede asetik asit kullanilmistir. S. cerevisiae’da asetik asite
bagli apoptoz siireci aquagliseroporin kanali olan Fps1lp’nin algilamasi ile baslar. Hiicre
icine alinan asetik asit; asetat ve hidrojen iyonlarina ayrilir. Artan hidrojen iyonu, hiicre
icindeki pH’1 diistiriir. Asitlik arttigindan Pmalp’nin aktivasyonu indiiklenir. Diger
yandan hidrojen iyon artisi, ROS birikimine neden olur. Mitokondriden sitokrom C
salimimi ve bu da Ycalp bagimh kaspaz veya Ycalp bagimsiz kaspaz aktivasyonuna
neden olur (Sekil 2.5). Bu bu siire¢ sonunda S. cerevisiae’da apoptoz gerceklesir

(Giannattasio ve ark. 2013).

S. cerevisiae’de hiicre dongiisii ve apoptoz da birbiriyle baglantilidir. Ycalp, G1-S
gecisini hizlandirilmis olarak, G2-M gegisini ise yavaslatilmig sekilde uyarir. Bu
baglantili proses ise su sekilde ilerler: S. cerevisiae’de hiicresel bir DNA hasari
olustugunda, bu hasar1 onarmak ve bu onarim i¢in zaman da kazanmak i¢in hiicresel
DNA hasar1 yanit yolaklar1t Meclp ve Rad9p gibi kontrol noktalar1 kinazlar1 uyarir. Bu
kinazlar, onarim i¢in hiicre dongiisiinii belirli noktada tutabilen kinazlardir (Sekil 2.6).
Baska bir kaspaz benzeri proteaz da Esplp’dir. Bu proteaz da Mcdlp’nin kromatinden
ayrilmasimi saglar. Ayrica bu proteaz, hiicrenin metafazdan anafaza gecisinde rol
oynamaktadir. Apoptotik uyar1 geldiginde Esplp, Mcdlp’nin ayrilmasini saglar ve bu
faktor niikleusa apoptozu uyarmak icin gider (Sekil 2.6). Cdc6p tarafindan CDK
aktivitesi inhibe edilir. Cdc6p tarafindan da bir mitotik yikim engellenmis olur.

(Azzopardi ve ark. 2017)
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Sekil 2.5. S. cerevisiae’da apoptoz uyarimi (Gutierrez ve ark. 2010)
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Sekil 2.6. Apoptoz ve hiicre dongilisiiniin birbiriyle olan baglantis1 (Azzopardi ve ark.
2017)

2.4. Ty Elementleri ve Genetik Ozellikleri

S. cerevisiae, retrotranpozonlart ¢alismak i¢cin en uygun organizmalardan biridir.
Genetik yapisinda Ty (Transposon yeast) olarak adlandirilan retrotranspozonlara
sahiptir (Curcio ve ark. 1990). Ty’ler maya genomu boyunca farkli kromozomlarda
yayllmig durumda bulunmaktadir ve retroviriislerle birgcok agidan benzerlik
gostermektedirler (Clare ve Farabaugh 1985). Maya sitoplazmasinda virlis benzeri

parcalar (VLP) olustururler (Sekil 2.7). Ty elementleri S. cerevisiae genomunda RNA
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araciligiyla yer degistirmektedirler (Boeke ve ark. 1985, Curcio ve ark. 1990). Her ne
kadar retroviriislere benzerligi ve evrimsel olarak atalar1 oldugu bilinse de retroviriisler

gibi hastalik yapici degildirler. Env geni igermemektedirler.

Sekil 2.7. S. cerevisiae’da Tyl elementinin elektron mikroskobu goriintiisii. Oklar
normal maya hiicrelerindeki diizensiz parcaciklar1 gostermektedir (Miiller ve ark. 1987).

S. cerevisiae, genomunda 5 ¢esit retrotranspozon bulunmaktadir. Bu retrotranspozonlar
Tyl, Ty2, Ty3, Ty4 ve TyS5 olarak adlandirilirlar. Ty’ler yapisal olarak birbirlerine ¢cok
benzemektedirler, ozellikle Tyl ve Ty2 yapisal olarak neredeyse aymidir. Fakat
integrazlar1 arasinda kiiciik bir fark goriilmektedir. Bu retrotranspozon ailesi LTR’lerine
gore ayrilmakta ve karakterize edilmektedirler. Tyl ve Ty2’nin genom biiytikliigii 6kb,
LTR’leri ise 334 b¢’den olugmaktadir ve delta olarak adlandirilmaktadir. RNA genom
biiytlikliigii de 5.6 kb uzunlugundadir. Ty3 genomu 5.4 kb uzunlugundadir ve LTR leri
sigma olarak, Ty4 genom uzunlugu 6.3 kb’dir ve LTR’leri tau olarak, Ty5 genom
uzunlugu 3.2kb’dir ve LTR’leri omega olarak adlandirilmaktadir (Cameron ve ark.

1979, Warmington ve ark. 1985, Krastanova ve ark. 2005).
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Ty elementlerinin maya kromozomlarindaki insersiyonlarinin bir¢ogu tekli (solo)
LTR’ler seklinde gerceklesir. Bu tekli elementler farkli Ty’ler arasinda LTR-LTR
bolgeleri arasindaki homolog rekombinasyon sonucu olugmaktadir (Kinsey ve
Sandmeyer 1991). Ty elementlerinin tam uzunlukta ve tekli LTR’larinin S. cerevisiae
genomundaki kopya sayilar1 da bilinmektedir (Cizelge 2.1). Genomdaki kopya sayilari
S. cerevisiae susuna gore diisiik sayida farkliklik gostermekle birlikte Tyl cok kopyali
element digerleri ise diisiik kopya sayili elementler olarak bilinmektedir. Ty1, haploid
genomda 30-32 kopyadir ve Tyl insersiyon i¢in genin promotorundaki AT a¢isindan
zengin bolgeleri tercih etmektedir. Ty2 haploid genomda 10 kopya olarak bulunur. Ty3
ise genom basina 4 kopya icermektedir (Krastanova ve ark. 2005). Ty3 Insersiyon i¢in
tRNA kodlama sekanslarinin 16-19 bp upstream bolgesini tercih etmektedirler (Kinsey
ve Sandmeyer 1991). Tyl ve Ty2 arasinda birtakim farkliliklar vardir. Ornegin Tyl
transpoziyonu FUS3 geninden etkilenirken Ty2 bu genden daha az etkilenir. Ayrica
komsu genleri farkli sekillerde etkilerler (Terziyska 2003).

Cizelge 2.1. S. cerevisiae retrotranspozonlarinin genomdaki sayilar1 (Jordan ve
Mcdonald 1999).

Ty elementi grubu Tam uzunluktaki Ty Tekli LTR bolgelerinin
elementi sayis1 sayis1
TY1veTY1/2 32 185
TY2 13 21
TY3 2 39
TY4 3 29
TYS 1 6

Ty elementlerin hepsi heterojen dizilere sahiptir. Bu diziler Simif 1 ve Simif 2 olarak
ayrilirlar. Arastirmalar sonucunda Siif 1 ve Sif 2 icin homolog olmayan bolgeler
bulunmustur. Siif 1; Ty1-15 olarak ve Sinif 2; Ty1-17 olarak adlandirilmaktadir. TY A-
15 ve TYA-17 acik okuma gercgevesi sekanslarinda birtakim farkliliklar vardir.
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Sekil 2.8. S. cerevisia’da bulunan retrotranspozonlarin genom yapisi (Bayram 2003,
Farbaugh 1995).

Ty genomu iki adet ORF igermektedir. Bunlar TYA ve TYB olarak adlandirilirlar ve
retroviriislerdeki gag ve pol genlerine benzemektedirler (Cameron ve ark. 1979, Jordan
ve Mcdonald 1999, Krastanova ve ark. 2005). TYA gag ile TYB ise pol ile homoloji
gostermektedir. Ty retrotranspozonlart genomda RNA Pol-II tarafindan transkribe
edilmektedirler. TY A;VLP olusmasi icin gerekliyken TYB; proteaz, integraz ve reverse
transkriptazi kodlar (Youngren ve ark. 1988, Farabaugh ve ark. 1993b,). TYB’nin
translasyonu TYA:TYB fiizyonu seklinde yapilmaktadir. Bu flizyon proteini, ribozomal
cerceve kaymasi ile meydana gelir (Belcourt ve Farabaugh 1990). Ty elementlerinde
TYA-TYB kodlama bolgelerinin kesisiminde korunmus 14 niikleotidlik bir sekans
vardir. Bu sekans ribozomal ¢ergeve kaymasinin normal seviyede gerceklesmesi igin

gerekli olan dizidir (Belcourt ve Farabaugh 1990).
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Ty elementlerinin replike olmasi 2 sekilde gerceklesebilmektedir. ilk olarak mitotik
dongiiniin S fazinda integre olarak bulunduklari kromozom DNA’s1 ile g¢ogalabilir.
Alternatif olarak Ty genomunun VLP’ler araciligiyla genoma integre oldugu siireg ile
gerceklesebilir (Krastanova ve ark. 2005). Bu siire¢ niikleustaki transkripsiyon ile
baslamaktadir. Ty genomu tek transkript olarak nukleusta RNA Pol-II tarafindan
transkribe edilir. Ty mRNA’lar1 diger hiicresel mRNA’lar gibi polyA kuyrugu tasir.
Transkribe edilen mRNA, niikleustan sitoplazmaya export edilir. Bu siireci takiben
sitoplazmada translasyon gergeklesir ve TYA (Gag), ve TYA-TYB (Gag-Pol) flizyon
proteini transle edilmis olur. VLP’ler TY A’nin proteolitik olarak daha kiigiik birimlere
kesilmesi ile olusturulur. TYA-TYB polipeptidinin proteolitik kesimi sonucu ise
proteaz, reverse transkriptaz ve integraz olusur. VLP icine 2 adet mRNA, bir adet
metRNA, proteaz, reverse transkriptaz ve integraz paketlenir. Reverse transkriptaz ile
mRNA cDNA'’ya doniistiiriiliir ve Ty, genoma tekrar integre olur (Sekil 2.9)(Curcio ve
ark. 2015).

Translation
Vi F Gag Pol
RNA export VWAAAA d'g} IC )

i VAAA Gag OO B
-’J_,_....- m ""‘-‘.‘-‘ \\L -_}‘\
VWA WA .

/ VA \\ RNP formation VLP assembly
lunf b {

;"" et \ tRNAMo!
|

/ VLP maturation

cDMA import {_____,_..

Rewoerse
transcription

Sekil 2.9. Ty retrotranspozonlarinin replikasyon dongiisii (Curcio ve ark. 2015)
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2.4.1. Tyl’de Transkripsiyonun Kontrol Mekanizmalari

Tyl retroranspozonlari, yapisal olarak retroviral proviriislerle homologdurlar. Yapilan
ilk calismalarla karakterize edilen Tyl elementlerinden biri de Tyl-H3’tiir. 5° ve 3’
uslarda direkt tekrar dizileri (LTR) igerir. Tyl LTR’leri delta olarak adlandirilmaktadir.
Tyl genomunda TYA ve TYA-TYB olarak 2 adet agik okuma ¢ergevesi (ORF) vardir
ve bu ORF’ler 38 niikleotitlik kismi1 ¢akismaktadir (Curcio ve ark. 2015).

Tyl retrotranspozonunun maya genomunda insersiyonu birka¢ faktoriin kontrolii
altindadir. Bunlar eslesme tipi ve invaziv/filament biiyiime MAP kinaz yolagidir.
Ciftlesme tipi kontrolde daha once de bahsettigimiz haploid, diploid hiicrelerde ifade
seviyesiyle baglantilidir. Tyl transpozonunun ifadesi haploid hiicrelerde diploide gore
daha fazladir. al/a2 heterodimerik represor protein Tyl transkripsiyonunu diploid
hiicrelerde 6nemli derecede baskilar. Bu represor proteinin Tyl ’de kodlama bolgesinde
yer alan 815-927 bg¢ konumunda yer alir (Errede ve ark. 198, Jiang 2002). Tyl
transkripsiyonu invasiv biiyiime i¢in de gerekli olan Stell, Ste7 ve kssl kinazlar1 ve

Ste12, Tecl transkripsiyon faktorleri tarafindan da kontrol edilmektedir (Jiang 2002).

Tyl transkripsiyonu promotor bolgesi olan 5> LTR’de yer alan U3- R bdlgesinde baglar
ve 3’LTR’nin R-U5 bélgesinde sonlanir. RNA POL-II tarafindan Tyl genomundan
yapilan bu tek transkript 5640 niikleotidlik polyA iceren mRNA’dir. RNA sentezini
baslatan transkripsiyon baslama noktasi 5> LTR’da TPyGA denilen sekansta lokalize
olmusur (Curcio ve ark. 2015, Krastanova ve ark. 2005). Tyl promotor bolgesi olan 5’
LTR’da T1 ve T2 olarak adlandirilan ve transkripsiyon baslama noktasinin yukarisinda
yer alan iki TATA kutusu transkripsiyon i¢in gereklidir. Eger ayn1 anda bu bolgelerde
mutasyonlar gerceklesirse Tyl transkripsiyonu gergeklesemez. Tyl mRNA’s1 poliA
kurugu da iceren polyA+ mRNA’dir (Yu ve Elder 1989). Tyl’de kodlama bolgesi 3’
ucunda bulunan AAUAAA dizisinin transkripsiyonun sonlanmasi i¢in gerekli oldugu
kanitlanmistir. Ayrica S. cerevisiae’da sonlanma i¢in gerekli olan bazi1 sekanslar

bulunmustur.
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Tyl transkripsiyonu bircok transkripsiyon faktorii tarafindan kontrol edilir. Bu
faktorlerin Tyl promotorunda baglandigi sekanslar da bilinmektedir. Bunlar; Stel2,
Tye7, Tecl, Mcml, Rapl, Teal/Ibfl, Gcn4, Gerl, Mot3’diir. Ayrica Tyl
transkripsiyonunda kromotin yapisin1 degistiren faktorler olan Swi/Snf, SAGA ve ISWI
gibi faktorler de yer alir. SAGA; SPT/Ada/GCNS5’ten olusan bir komplekstir ve bir
histon asetiltransferaz kompleksidir (Curcio ve ark. 2015). Bu faktorlerden bazilarin
molekiiler 6zellikleri ve islevleri asagida Ozetlendigi gibidir ve sematik olarak Tyl

promotorundaki konumlar1 da Sekil 2.10°da verilmistir. .

Stel12: MAPK sinyal yolagi tarafindan aktive edilir, psddohifsel ve invaziv biiylime i¢in
gerekli olan genleri aktive etmektedir ve Teclp ile baglantili bir transkripsiyon
faktoriidiir. S. cerevisiae’da Tyl transkripsiyonu i¢in STE7 ve STE12 gen {irlinleri
gerekmektedir. Tyl’de bu gen iiriinlerine ait aktivator sekans1 bulunmusur (395-401 bg
konumu). Yapilan deneylerde STE7 ve STEI2 geni mutasyonu oldugunda Tyl
transkripsiyonunun azaldigr goriilmiistiir (Company ve ark. 1988). Bu sekanslar

transkripsiyon diizenleme bolgesindedir (Errede ve ark. 1987).

Sgel (Tye7): Serin agisindan zengin bir proteindir ve glikolitik genler i¢in de gerekli bir
transkripsiyon faktoriidiir. Adenilik niikleotitlerin tiikenmesine yanit olarak olusan Tyl
aktivasyonu icin gerekli bir aktivatordiir. Tyl promotorunda 3 adet Tye7 baglanma
bolgesi bulunmaktadir (463-468, 661-666 ve 727-732 bg¢ konumlar1) (Servant ve ark.
2012).

Tecl: Filemantasyon ve Tyl transkripsiyonu i¢in gerekli transkripsiyon faktoriidiir.
Tyl’de 418-422 bg¢ konumundaki sekansa baglanir. Stel2p ve Teclp birlikte
calismaktadir (Lalaoux ve ark. 1990).

Mecem1: Feromon yanitinda yer alan transkripsiyon faktoriidiir ve hipoksiye cevap olarak

sitozolde bulunur. Tyl’de Mcml igin baglanma bdlgesi 833-848 b¢ konumunda yer alir
ve Ty ekspresyonu i¢in gereklidir (Yu ve Fassler 1993, Curcio ve ark. 2015).
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Rapl: S. cerevisiae’da ¢ok bol bulanan ¢ok islevi olan represor aktivatdr proteindir.
DNA baglayici transkripsiyon faktoriidiir. Ty1’in diizenleyici bolgesinde Raplp’ye ait
baglanma yerleri bulunmustur (911-923 b¢ konumunda). Tyl gen ekspresyonunda
Oonemli yere sahiptir. Ayrica Mcml ile Raplp’nin kompleks olusturdugu caligmalarca

gosterilmisir (Gray ve Fassler 1993).

Teal/Ibfl: Teal; enchansir aktivatdrii ve enchancir aracili Tyl transkripsiyonu igin
gereklidir. Teal’in Tyl genomunda kismen palindromik bir dizi olan CGGNxCCG
dizisine baglandigi ve bu dizinin enchansir boélgesinde yer aldigi gosterilmistir.
Baglanma bolgesinin ise Raplp ve Mcmlp’nin yaninda oldugu gosterilmistir (884-899
b¢ konumunda) (Gray ve Fassler 1996).

Gen4: Aminoasit aghigina gore diizenlenen transkripyon aktivatoriidiir. Gendp
ekspresyonu hem transkripsiyon hem de translasyonal seviyelerinde iyi sekilde
diizenlenir. Tyl elementlerinde 5 adet Gen4 baglanma bolgesi bulunmustur (12-17, 79-
84, 98-103, 155-160 ve 318-323 bg¢ konumunda) ve Tyl transkripsiyonunu aktive
etmektedir. Gcen4, Swi/Snf ve SAGA ile etkilesime girmektedir. Gcen4’iin bu
kompleksler ile birlikte Tyl transkripsiyonunu kontrol etmektedir (Morillon ve ark.

2002).

Mot3: Hiperozmotik stresle gerekli genleri aktive eden transkripsiyonel represordiir.
Gen4, Gerl, Stel2 ve Tecl Tyl transkripsiyonu icin aktiavatdr iken Mot3p bir
represordiir. Tyl promotorunda bir¢ok baglanma yeri belirlenmistir (Servant ve ark.

2008, Curcio ve ark. 2015).

2.4.2. Ty2’de Transkripsiyonun Kontrol Mekanizmalari

Ty2’nin genetik yapist Tyl’e olduk¢a benzemektedir. Genom yapilar1 biiyiik oranda
homoloji gostermektedir. Genom biiyiikliigli 6kb¢’dir ve LTR’leri 334 niikleotitten

olusur. LTR bolgeleri delta olarak adlandirilir. Bircok maya susunda haploid genom
basina 10 kopya olarak bulunur (Krastanova ve ark. 2005)
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Ger1 Stel12 Mcm1
ATG Rap1

Sekil 2.10. Tyl promotor yapisi (Servant ve ark. 2008).

Ty2 transkripsiyonu 5’ LTR’de 240 bp’lik kisimda baglar ve 3’LTR’de 285 bp’lik
kismida sonlanir. Ty2 transkripsiyonu i¢in gerekli olan diizenleyici faktorlerin yapilan
calismalarla; UAS (Upstream Activation Sequence), TATA kutusu ve kodlama
bolgesinde yer alan enhancer bolgesi ile yine kodlama bolgesinde yer alan negatif
diizenleyici bolgeler oldugu gosterilmistir (Farabaugh ve ark. 1989, Tirkel 1994).
Ty2’de transkripsiyon kontrol bolgesleri Sekil 2.11 ve Sekil 2.12°de verilmistir. Ty2 de
TATA dizisi, transkripsiyon baslama noktasina 74 b¢ uzaklikta yer almaktadir. UAS
sekansinda birden ¢ok transkripsiyon faktorii baglanma bdolgesi yer alir ve Ty2 igin

maksimum transkripsiyonu saglamaktadir (Liao ve ark.1987, Farabaugh ve ark. 1993a).
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Sekil 2.11. Ty2 transkripsiyonel kontrol elementleri (Liao ve ark. 1987).

Ty2’de baslangi¢ niikleotidine gore (+1. nt e gore) 5°-555-754-3” b¢ araliginda yer alan

ve DRS1, DRS2 ve DRS3 (Downstream Repression Sites) olarak adlandirilan 3 adet

represor bolgesi bulunmaktadir (Sekil 2.12). Bunlar negatif kontrol boélgeleri olup

Ty2’de transkripsiyonun baskilanmasina neden olurlar. Ancak bu bélgelere baglanan

represOr proteinler heniiz tanimlanmamistir (Turkel ve Farabaugh 1993, Liao ve ark.

1987). Viral genomlarda genom yapilarinin kompakt olmasi, promotor bolgelerinin de

buna bagli olarak kisa olmasi1 dolayistyla kodlama bolgesinde de transkrispsiyon kontrol

elementlerini olmasi normal olarak giiriilen bir durumdur.

C TyA2-917 [YB2-817

dr T Ty2-917 I

1 UAS ____ Enhancer ¥ |
- DRSI__DRSII DRSIIL g,
»AS]

Sekil 2.12. Ty2-917 transkripsiyon kontrol bolgeleri (Tiirkel ve Farabaugh 1993).



Ty2’de enhancer ve UAS bdlgeine baglanip Ty2 transkripsiyonunu aktive eden en
onemli faktor Gerlp’dir. Gerlp S. cerevisiae’da ¢ok sayida gen ifadesinin
aktivasyonundan da sorumludur (Lopez ve Baker 2000). GCRI geni delesyonu olan
mayada Ty2 transkripsiyonu 100 kat azalmistir (Tirkel ve ark. 1997). Ty2
transkripsiyonu i¢in birkag¢ transkripsiyon faktorii daha tanimlanmistir. Bunlardan
SNF2, SNF5 ve SNF6; faktorleri Snf/Swi kompleksinin altbirimleridir. Snf/Swi biitiin
Okaryotlarda korunmus kromatin modifye edici faktor olup hedef kromozom
bolgelerinde niikleozom yerlesimini kontrol eder. Ty2 transkripsiyonu SNF2, SNFS5 ve
SNF6 mutasyonlar1 sonucu da 6nemli 6l¢iide azalmaktadir (Happel ve ark. 1991).
Ayrica bir gesit histon asetil transferaz enzimi olan SAGA kompleksinin de Ty2
transkrispsiyonunun kontroliinde yer aldigi bilinmektedir (Tiirkel ve Yenice 2006).
Genel olarak degerlendirildiginde Ty2 de transkripsiyon hem belirli bolgelere spesifik
olarak baglanan transkripsiyon faktorleri ve hem de kromatin yapisini degistiren

faktorler tarafindan kontrol edilmektedir.

2.5. Ty Elementlerinde Ribozomal Cerceve Kaymasi

Programli ribozomal ¢erceve kaymasi (PRF) mekanizmasi; 6zellikle retroviriisler
tarafindan kullanilan ve aynt mRNA’dan farkli oranlarda peptid kodlanmasini saglayan
mekanizmadir (Lawler ve ark. 2001, Farabaugh 1995). PRF baz1 6karyotik genlerde de
goriilmektedir, bunlardan birisi de telomeraz alt biriminin kodlandig1 ES73 genidir
(Morris ve Lundblad 1997). Retroviriislerde Pol genleri, Gag-Pol flizyon proteinleri
olarak transle olmaktadir (Dinman ve ark 1991). Retroviral mRNA’da Gag-Pol
polipeptidi kodlama bolgesinin kesisim bolgesinde (frameshift site olarak adlandirilir)
ribozomal cergeve kaymasinin gerceklesebilmesi icin birka¢ niikleotitlik bir dizi
icermektedir. (Lawler ve ark. 2001). Bu bolge Tyl ve Ty2 elementlerinde TYA ve TYB
acik okuma gercgevesi 38 bp’lik kisimda ¢akigmaktadir (Clare ve ark. 1988, Belcourt ve
Farabaugh 1990). Bu 38 nt’lik sekansda Tyl ve Ty2’de ¢ergeve kaymasi i¢in gerekli
ana niikleotidlerin ise 7 niikleotitted olusan CUU-AGG-C dizisidir (Sekil 2.13). Bu
CUU-AGG-C sekansinda herhangi bir degisiklik yapildiginda ¢erceve kaymasinin ¢ok

biiylik oranda azaldigi gosterilmistir. Tyl ve Ty2’de cergeve kaymasinin etkin bir
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sekilde gerceklesmesi i¢in bu niikleotid dizisine ek olarak translasyon sirasinda bu
kodonlar1 taniyan spesifik tRNA’larin da gerekli oldugu bulunmustur. Tyl veya Ty2
mRNA’smin translasyonu sirasinda c¢erceve kaymasmin oldugu sekansda translasyon
elongasyonu sirasinda bu kodonlarin okunmasi sirasinda ribozomlarda tRNA
baglanmasindaki gecikme dolayisyla ribozomlarin +1 niikleotidlik kaymasi ile okuma
cercevesinde degisiklik olur. Kodon okunmasindaki gecikmenin molekiiler nedeni ise
ilgili tRNA konsantrasyonunun diisiik olmasidir. Bu tRNA’nin AGG kodonunu taniyan
tRNA-Arg oldugu bulunmustur. AGG kodonuna tRNA’nin baglanamamasi dolayisyla
olusan gecikme sirasinda tRNA-Leu CUU kodonundan yeni ¢er¢gvede UUA kodonuna
kayar ve translasyon yeni ¢ergevede Pol polipeptidinin translasyonu ile devam eder
(Sekil 2.14). Dolayisiyla Tyl ve Ty2’de Gag-Pol kessim bolgesinde normal translasyon
cercevesi CUU-AGG-C iken tRNA’nin +1 niikleotid kaymasi sonucu UUA-GGC olarak
gergeklesir. GGC kodonu glisin amino asidi kodonudur. Bu durumda Gag-Pol
flizyonunun translasyonu da TYB (POL) geni kodlama bolgesi sonundaki stop kodona
kadar devam eder (Sekil 2.13) (Belcourt ve Farabaugh 1990).

Ty1

__-h-___-_-
UGAACAAUAAGCACGACCUUCACHuUNFYelels_ AGGAACUUACUGA

GAG...Asn Asn Lys His Asp Leu His Leu GIv Gln Glu Leu Thr... POL

Sekil 2.13. Tyl mRNA’sinda ribozomal cergceve kaymasi bolgesi. Ana niikleotidler
(Core sequence) mor ile gosterilmisir (Farabaugh 2010)
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A Tyl Ty2 Tyd'de +1 Ribozomal Frameshift
P-Bolges A-Bolgesi P-Bolgea A-Bolges: PBolges A-Bolgea

— E—

A A G oAy | cco
cur | Acge cuv | agge Bl;'ybt'gm" cuva | ¢6c
| |

Hungry' O frame ‘Arg” kodonu Yeni +1 Frame kodonu  Yeni +1 Frame kodonu

Sekil 2.14. Tyl ve Ty2 elementlerinde ¢ergeve kaymasi mekanizmasi (Bayram 2013’a
gore Belcourt ve Farabaugh 1990).

Ribozomal g¢ergeve kaymasi orami farkli mRNA’larda farkli oranlarda gerceklesir. Bu
oran maya suslarina gore de degisiklik gosterir. Tyl’de PRF %25-40 kadar olabilir.
Diger ifade ile translasyon sirasind Gag-Pol kesisim bolgesindeki frameshift
kodonlarinda her 100 ribozomdan 75’1t keyma gerceklsemeden translasyona devam
ederek translasyonu Gag kodlama bdlgesi stop kodonunda durdurur ve sadece Gag
polipeptidi sentezlenir. Ancak translasyon yapan ribozomlardan 25’1 ise kodon okuma
cergevesini degistirerek Gag-Pol flizyon peptidini sentezler (Farabaugh 2010).
Ribozomal c¢ergeve kaymasi orant Ty3 i¢cin %4-5 kadardir (Farabaugh ve ark. 1993,
Tiirkel 2016).

Ty3 ribozomal ¢erceve kaymasi i¢in gerekli dizi ise Tyl den farkli olarak GCG-AGU-U
dizisidir (Sekil 2.15). Ty3 ribozomal ¢ergeve kaymasi molekiiler mekanizmasi farklidir

ve hiicresel sinyallere bagli olarak da kontrol edilir (Ttirkel 2016).

UGAACAAUAAGCACGACCUUCAC oM eleloiC AGGAACUUACUGA

e | I (N I 11
UGAACGAAUGUAGAGCACGUAAGEEIIENFC UAA CCGAUCUUGA

Sekil 2.15. Tyl ve Ty3’de cerceve kaymasi bolgelerinin karsilastirilmasi (Farabaugh
2010).
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2.6. Ty Retrotranspozonlarinin Temel Bilimler ve Viroloji icin 6nemi

Transpozonlar konak organizmanin genomunda yer degistiren hareketli DNA
parcalaridir. Ilk olarak musir bitkisinde B. McClintock tarafindan yapilan galismalarla
bulunmustur (McClintock 1950, Voytas 1996). Okaryotik DNA transpozonlar1t DNA

aracili ve RNA aracili olarak iki sinifa ayrilmaktadirlar (Marco ve Marin 2009).

S. cerevisiae retrotranspozonlart RNA aracili olarak genomda yer degistirirler. Bu
elementler retrovirlislerde gen ifadesi ve genom replikasyonunun molekiiler
prensiplerini analiz etmek i¢in model molekiiler sistemler olarak kullanilmaktadir.
Retroviriislerde ve hiicresel genlerde de goriilen programli ribozomal c¢ergeve
kaymasinin molekiiler prensipleri biiyiik oranda Ty’ler kullanilarak ortaya ¢ikarilmistir
(Farabaugh 1996). Ayrica retroviriislerde genomik RNA’nin (gRNA) replikasyonu ve
bundan olusan cDNA’nin integraz araciligi ile niikleer por kompleksinden gecisi ve
genomda kromozomal integrasyonu da yine model retroviral sistemler olarak Ty

elementleri kullanilarak agiklanmistir (Sultana ve ark. 2017).

Okaryotik retrotranspozonlar retroviriislerin evrimsel atalar olarak
degerlendirilmektedir (Curcio ve ark. 2015). Bu yiizden retrotranspozonlarla yapilan
calismalar, retroviriislerin sahip oldugu mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in olduk¢a 6nem
tasimaktadir. Ty3 genom organizasyonu HIV viriisiine benzemektedir. Ancak HIV’den
farkli olarak Ty3’de Env polipeptidini kodlayan gen bdlgesi bulunmamaktadir. Ty3’te
yapilacak c¢alismalar retroviral Env geninin evrimini calismak i¢in kullanilabilir
(Hayward 2017, Cristofari ve ark. 1999). Ayrica Ty3 genomundan kodlanan revers
transkriptaz enzimi omurgalilarin da sahip oldugu reverse transkriptaz enzimine yapisal
olarak benzerlik de gosterir. Ty’de yapilan c¢alismalar omurgali retrovirallerin

enzimlerinin evrimini anlamak i¢in 6nemlidir (Bona ve ark. 2013).

Retroviriisler genom replikasyonlar1 i¢in biiyiik Ol¢lide konak olarak bulunduklari
okaryotik hiicreye baghdir. Ty retrotranspozonlarinin S. cerevisia’da replikasyonu igin
gerekli olan biitiin faktorlerin  birgogu genom ¢apinda yapilan caligmalarla

aydmlatilmistir (Risler ve ark. 2012). Bu ¢alismalar retroviral replikasyon i¢in konak
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hiicrelerde hangi transkripsiyonel ve translasyonel faktorlerin gerekli oldugu konusunda
tedaviye yonelik on bilgiler de saglayabilir. Ty retrotranspozonlari herhangi bir hastalik
yapici ozelliklerinin olmamasi, S. cerevisiae’nin GRAS organizma olmasi ve genetik
calismalardaki {stlinliigii ile birlikte retroviral arastirmalar i¢in iyi bir model sistem

olusturmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Arastirmada Kullamilan S. cerevisiae Suslari

Aragtirmamizda kullanilan S. cerevisiae suslari ve genotipleri cizelgede belirtilmistir.
Bu maya suslar1 EUROSCARF maya koleksiyonundan satin alinmistir. Genetik yapilari
tamamen bilinmektedir. Yaban tip sus olarak kullanilan BY4741 susunda arastirmada
incelenen apoptoz ve otofaji sinyal yolaklar ile ilgili herhangi bir mutasyon rapor
edilmemistir. Bu nedenle elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde BY4741 (lab
kodu YST124) esas alinmigtir. Mutant S. cerevisiae suslari da BY4741 ile izogenik olup
belirtilen mutasyonlar disinda mutasyon igermemektedirler. Mutant maya suslarinda
kanMX4 geni varlig1 bu maya suslarinin genetisin (G418) igeren iireme ortamlarinda
direngliligi ile teyid edilmistir. EUROSCARF ’tan satin alinan maya suslari ilgili YPD
petrilerinde (Yeast Extract Peptone Dextrose) 30 C’de 2-3 giin lretilerek taze kiiltiir
hazirlandi. Bu kiiltiirlerden uzun siireli depolama icin 1 ml, steril %20’lik gliserol
tiiplerine 0rnek alinarak -80 C’de derin dondurucuda saklandi. Rutin kullanimlar i¢in
YPD petrilerindeki maya 6rnekleri kullanildi. Bu 6rnekler arastirma siiresince +4 C’de

buzdolabinda depolandi.

3.2. Arastirmada Kullanilan Ty Gen Fiizyonlar1 ve Yapisal Ozellikleri

Arastirmamizda apoptoz ve otofaji sinyallerinin Tyl ve Ty2 transkripsiyonuna etkilerini
incelemek i¢in Ty-LacZ raportor gen flizyonlar1 kullanildi. Bu gen fiizyonlar1 secilebilir
markdr gen olarak URA3 igeren 2mikron temelli YEp plazmitleri tlizereine daha dnce
yapilan ¢aligmalarla klonlanmigstir. Klonlama sonrast ilgili Ty elementlerinin promotor
bolgelerinin dogru yonde (5°-3° yoniinde) ve Ty kodlama bolgesi ile LacZ geninin de
uygun translasyonel ¢er¢evede oldugu sekanslama ile dogrulanmistir. Bu gen fiizyonlari
Tyl-144-LacZ, Ty2-754-LacZ, Ty2-555-LacZ, pENC, Tyl-FS-LacZ, Tyl-FF-LacZ,
olarak adlandirilmis olup yapisal ozellikleri kisaca asagida ilgili kaynaklarda verilerek

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

ST Lab  Genotipi ve ilgili mutasyonlar EUROSCAREF kodu
Kodu
MATa, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0. Y00000 (BY4741)
YST124 .
(yaban tip)
YSTI55 MATa, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3AO0, Y06864
YJR066w::kanM X4 (tor] mutanti)
YSTI159 MATa, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3AO0, Y14311
YDR477w::kanM X4 (snfl mutant1)
MATa, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3AO0, Y 03642
YST230  yDR283c::kanMX4 (gen2 mutantr)
MATa, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3AO0, YO07155
YST265  yBRO83w::kanMX4 (tecl mutant1)
MATa, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3AO0, Y01641
YST289

YOR344c::;kanM X4 (sgcl mutanti)

Ty1-144-LacZ olarak adlandirilan gen flizyonununda Ty1’in 16 kromozomda bulunan

kopyasmin promotor bolgesi yer almaktadir. Bu vektéorde Tyl’in ilk 1571 bg

uzunlugundaki kismi bulunmaktadir. Bu Tyl bolgesi bu elementin bilinen biitiin kontrol

bolgelerini igermektedir (Morillon ve ark. 2002).
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Sekil 3.1. Ty-LacZ ekspresyon vektorlerinin genel yapist plazmit yapisi.

Ty2-754 plazmidi, Ty2 genomunun ilk 754 niikleoitini icermektedir (Farabaugh ve ark.
1989). Ty2 ilk 754 niikleotitlik kisminda; Upstream aktivasyon sekansi, TATA kutusu,
enchancer bolgesi ve negatif diizenleyici bolge bulunmaktadir. Ty2-555-LacZ
plazmitinde ise Ty2’nin negatif diizenleyici bolgesi delesyonla yok edilmistir ve
Ty2’nin ilk 555 niikleotidlik bolgesini icerir (Farabaugh ve ark. 1993, Tiirkel ve
Farabaugh 1993). pENC plazmitinde ise Ty2 enhancer bélgesi, TATA kutusunun

upstream bolgesine alinmistir.

Tyl-FS plazmidi de 2 mm-URA3 plasmit yapisini igeren YEp vektoriidiir. Bu vektorde
Tyl elementlerinde gerceve kaymasi icin gerekli olan 7 niikleotidlik bélge E. coli LacZ
geni 5’ ucuna klonlanmistir. Bu vektorden yapilan transkripten LacZ’nin translasyonu
icin programli ¢erceve kaymasi gergeklesmesi gerekir. Tyl-FF plazmiti de Tyl-FS
vektoriinden tiirevlenmistir. Ancak bu vektérde LacZ transkriptinin translasyonu ig¢in

cerceve kaymasi gerekmez (Belcourt ve Farabaugh, 1990).
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3.3. 8. cerevisiae Suslarimin Uretilmesi ve Transformasyonu

Arastirmamizda kullanilan gen flizyonlarini iceren YEp vektorlerinin Cizelge 3.1°de
verilen maya suslarina lityum asetat-polietilen glikol teknigi daha Once agiklandigi
sekilde uygulanarak transformasyonlar1 yapildi (Gietz ve ark. 1995). Transformasyon
icin ¢izelge 3.1°de verilen maya suslar1 6nce 5 ml YPD siv1 besiyerinde normal kosullar
olarak adlandirdigimiz 30 C’de 140 devir/dk hizda karistirmali inkubatdrde 18-20 saat
iiretilerek on kiiltiirler elde edildi. Bu onkiiltiirlerden 500 pl alinarak bu kez 25 ml’lik
YPD besiyerine ekim yapildi ve normal kosullarda logaritmik asamaya kadar iiretildi.
Logaritmik asamaya gelen kiiltlirler masaiistii santrifiijde 1600rpm’de 5 dk ¢oktiiriildii.
Siv1 faz atilip maya pelletleri 25 ml steril saf suda siispanse edildi ve ayni kosullarda
tekrar ¢oktiiriildii ve sivi faz atildi. Maya pelletleri bu kez 1 ml 0.1 M lityum asetat
cozeltisinde suspanse edildi ve mikrofuj tliplerine alinarak tekrar 12500 rpm’de 1 dk
coktiriildi. Sivi faz atildi, maya pelletleri bu kez 500 ml 0.1 M lityum asetat
cOzeltisinde suspanse edilerek transformasyonda kullanilacak olan stok maya
siispansiyonlar1 elde edildi. Bu maya siispansiyonlarindan herbir plasmit i¢in taze
mikrofiij tiiplerine 50°ser ul alinarak tekrar ¢oktiiriildii. Elde edilen maya pelletlerine
sirastyla asagida verilen miktarlarda ¢ozeltiler ve plazmit DNA’s1 eklendi ve vorteks ile
homojen siv1 elde edilinceye kadar karigtirildu.

240 pl PEG (%50’lik stoktan)

36 ul 1 M LiAOc (taze stok)

6 pl denatiire Herring sperm DNA’s1

4-5 ul (1-2 pg) plazmid DNA’s1

64 ul dsH20

Transformasyon karisimi 6nce 30 C’de etiivde 30 dk, daha sonra da 42 C’de 20 dk
inkiibe edildi. Bu siire sonunda transformasyon karigimlart 12500 rpm’de 1 dk santrifiij
yapildi. Siv1 faz atildi, maya pellet 500 pl steril saf su ile yavasca suspanse edildi. Elde
edilen transformasyon silispansiyonundan 100 pl aliarak SC-Ura+%2 dekstroz
petrilerine steril cam bagetler ile yayma ekimi yapildi. Petriler transformant kolonilerin
gelisimi icin 30 C etiivde 3-4 giin bekletildi. Gelisen kolonilerden steril kiirdanla

ornekler alinarak Sc-Ura+%2 dekstroz petrilerine yaklasik olarak 0.5x0.5 cm
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ebatlarinda her bir plasmit i¢in 6-8 adet pasaj yapildi. Pasaj yapilan petriler tekrar 30° C
etlivde 3-4 giin birakildi. Kolonilerden tekrar segici ortama pasaj yapilmasi daha stabil
transformants kolonilerin gelisimini saglamaktadir. Ayrica petride bulunan pasajlar
transformantlardan sivi1 kiiltiirlere ekim yapilabilmesi i¢in daha fazla transformant maya

hiicresi saglar.

3.4. 8. cerevisiae’da Apoptoz ve Otofaji Kosullarinin Olusturulmasi

Boliim 3.3°de aciklandigi sekilde elde edilen ve LacZ raportdr plazmitlerini igeren
transformant maya suglar1 apoptoz ve otofaji sinyallerinin Ty’lerde gen ifadesine

etkilerini tayin etmek icin asagida agiklandigi sekilde kullanildi.

Transformant maya suslar1 once 2’serli olarak 5 ml Sc-Ura+%2 dekstroz igeren sivi
kiiltiirlerde normal kosullarda 1 gece iiretilerek stok sivi kiiltiirler elde edildi. Bu siv1
kiiltiirler kullanilarak 10 ml’lik Sc-Ura+%?2 dekstroz iceren besiyerlerine son
konsantrasyonlar1 OD600=0.2 olacak sekilde ekim yapildi ve normal kosullarda sivi
kiiltiirlerin logaritmik asamaya kadar iiremesi beklendi. Logaritmik asama kiiltiirleri
5’er ml’lik iki kisma boliindii. Bir boliimii tekrar normal kosullarda tirmeye birakildi.
Diger 5’lik kisma ise apotoz sinyalini olusturmak igin son iireme ortamindaki
konsantrasyonu 60 mM olacak sekilde pH=3 olan stok asetik asitten 200 pl ilave edildi.
Bu Kkiiltiirler de normal iireme kosullarinda 5 saat (iki hiicre boliinmesi siiresi kadar)
karistirmal1 inkiibatorde iiretildi. Ureme siiresi sonunda maya kiiltiirleri masa {istii
santrifiijde 1600 rpm’de 5 dk ¢oktiiriildii. Stv1 faz atildi. Maya pelletleri 1 ml steril saf
suda suspanse edildi ve mikroflyj tiiplerine aktarildi ve tekrar 12500 rpm’de 1 dk
coktiiriildii. Sivi faz atildi. Maya pelletleri bu kez 200 pl B-galaktozidaz suspansiyon
coOzeltisi (break buffer) ile suspnase edildi. Bu maya siispansiyonlar1 direk olarak
asagida aciklandig1 sekilde b-galaktozidaz enzim tayini i¢in kullanildi. Direkt olarak
kullanilamayacak durumlar da bu stok siispnasiyonalr —80 C’de derin dondurucuda

depolandi.

Maya hiicrelerinde otofaji kosullarin1 olusturmak igin transformants maya suslari

yukarida aciklandigi sekilde iiretildi. Sadece asetik asit yerine otofaji kosullarini
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olusturmak i¢in lireme ortamlarina son konsantrasyonlari 8 mM olacak sekilde steril

Kafein ¢ozeltisi ilave edildi (Kuranda ve ark 2006).

S. cerevisiae transformantlarinda mitofaji kosullarini olusturmak i¢in Ty-LacZ gen
fiizyonlarini iceren maya suslar1 dnce tek karbon kaynagi olarak %3 gliserol igeren 10
ml Sc-Ura iireme ortaminda standart sartlarda logaritmik asamaya kadar firetildi.
Logaritmik asamada bu kez maya kiltiirleri 5’er ml’lik iki kisma boliindii. Bir takmi
ayni kosullarda liremeye birakildi. Maya kiiltiirlerinin diger 5’er ml’lik kisimlara ise
stok %20 dekstrozdan son konsantrasyonlar1 %2 olacak sekilde dekstroz ilave edildi ve
standart sartlarda 5 saat iremeye birakildi. Maya kiiltiirlerinin irme periyotlar1 sonunda
yukarida aciklandig1 sekilde c¢oktiiriilerek [-galaktozidaz aktivitesi tayini igin

hazirlandi.

3.5. Ty Gen Fiizyonlarinda Transkripsiyon Aktivitesinin Tayini

Bolim 3.4’de aciklandigr sekilde normal ortamda veya apoptoz/otofaji/mitofaji
sinyalleri aktive edilmis ortamda iiretilmis maya suslarinda LacZ gen flizyonlarindan
yapilan B-galaktozidaz enzim aktivitelerinin tayini i¢in daha 6nce tanimlanan standart
yontem uygulandi (Rose ve ark. 1981, Guarentee 1981).

Elde edilen maya siispansiyonlarina 20 pl %0.1 SDS, ve 20 ul saf kloroform konuldu,
en st hizda 1 dk vorteklenerek maya hiicrelerinin permeabilized edilmesi saglandi. Bu
sekilde elde edilen maya siispansiyonlari maya hiicre lizatlar1 olarak adlandirilir. Bu
lizatlar kullanilarak B-galaktozidaz aktiviteleri tayin edildi. B-galaktozidaz tayini igin
3’1 10x100 mm’lik test tiipler hazirlandi. Bu test tiiplerine 980 pl Z-Buffer ve 20 ul
maya lizati ilave edildi ve yavasga kairistirildi. Deney tiipleri 30 °C’lik su banyosunda 3
dakika bekletildi. Daha sonra bu test tiiplerine beta galaktozidaz enziminin substrati
olan orto-Nitrophenyl-B-galactoside (ONPG) ¢ozeltisinden 200 pl ilave edildi, hafifce
karistirilarak tekrar 30 °C’deki su banyosunda birakildi ve reaksiyon baslangig
zamaninda kronometre baglatildi. Test tiiplerinde reaksiyon sonucu agik sar1 tonda renk
olustugunda kronometrede okunan deger dakika cinsinden kayit edildi ve enzimatik
reaksiyon test tiiplerine 500 pl Na2COs (Sodyum karbonat) ilave edilerek durduruldu. 3-
galaktozidaz tiipleri santrifiijde 1600 rpm’de 4 dk ¢oktiiriildii ve sivi kisim 2 ml’lik
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spektrofotometre kiivetine aktarildi. Spektrofotometrede 420 nm’de absorbans degerleri

oOlgiilerek degerler tabloya kayit edildi.

Arastirmamizda kullanilan LacZ fiizyonlarinin transkripsiyon aktisitesi tayinlerinde
aktivitenin normalizasyonu lizatlarin protein konsantrasyonuna gore yapilmaktadir.
Transformant lizatlarindaki ¢ziiniir protein konsantrasyonu ise Lowry yontemi ile tayin
edildi (Lowry ve ark. 1951). Lowry metodunda 10x100 mm ebatlarindaki test tiiplerine
180 ul steril saf su konuldu. Hazirladigimiz maya lizatlarindan, deney tiiplerine 20 ul
ilave edildi. Daha sonra bu lizat karisimlarina Ek-1’de agiklandigi sekilde taze
hazirlanan Lowry-A ¢ozeltisinden 1 ml ilave edilerek vorteksde karistirildi ve 10 dk oda
sicakliginda bekletildi. Siire sonunda bu kez 1 N Folin ¢ozeltisinden 100 ul ilave
edilerek vortekle karistirildi, 30 dk oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda test tiipleri
masaiistii santrifiijde 1600 rpm’de 4 dakika santrifiijlendi. S1v1 kisim spektrofotometre
kiivetine aktarildi. Spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda Olgiim yapildi ve
tablolara kayit edildi. B-galaktozidaz aktiviteleri Ek-2 verilen esitlige gore olusturulan
Excell programi ile hesaplandi. Deneyler 3°lii tekrarli yapildi. B-galaktozidaz tinitesi nm

ONPG/dk/mg protein olarak ifade edildi.

Tyl’de programli ¢ergeve kaymasinin oranini hesaplamak i¢in ger¢eve kaymasi raportor
vektorii olan Tyl-FS’den yapilan B-galaktozidaz {initesi g¢erceve kaymasi olmayan
vektorden (Tyl1-FF) yapilan B-galaktozidaz iinitesine boliinerek elde edildi ve % FS

olarak verildi.
Sonucglarda verilen [B-galaktozidaz {initeleri aym1 gen flizyonu i¢in en az 12 f-

galaktozidaz aktivitesi ortalamali olup standart sapma degerlerinin kabul edilebilir

aralik olan % 10-15 araliginda oldugu goriilmektedir.
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4. BULGULAR

4.1. Apoptoz Uyariminin Ty Transkripsiyonuna Etkileri

Yapilan ¢aligmalarla S. cerevisiae’da apoptoz uyariminin asetik asitle indiiklenebildigi
gosterilmistir (Ludivico ve ark. 2001). Apoptoz sinyalinin asetik asit ile aktive edilmesi
sonucu Tyl ve Ty2’de promotor aktivitelerinde dnemli oranda azalma oldugu goriildii.
Hem Tyl ve hem de Ty2 promotorlarina bagli olarak yapilan gen flizyonu

ekspresyonunun yaklasik 3-kat baskilandigi goriildii (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Apoptoz kosullarinin Tyl ve Ty2’de gen ifadesine etkileri. £ SD: Standart
sapma degerlerini gostermektedir. (p<0.001)

Ureme ortamlari ve
B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)

Ty gen fiizyonlar
Sc-Ura+%2 Glukoz Apoptoz kosullar
(Normal ortam) (60 mM Asetik Asit)
Tyl-144-LacZ 3074 +£92 831+51
Ty2-754-LacZ 185+ 15 62+ 15

Tyl ve Ty2 elementlerinin promotor aktiviteleri arasinda dnemli fark olmasina ragmen
her iki elementte de apoptoz sinyalinin aktive edilmesi sonucu transkripsiyonun ayni

oranda (yaklasik 3-kat) baskilandig1 dikkat ¢ekmektedir (Cizelge 4.1).

4.2. Farkh Protein Kinazlarin Apoptotik Sartlarda Ty Transkripsiyonuna Etkileri
Apoptoz sinyal iletiminde S. cerevisiae’da 6nemli metabolik islevleri olan Torlp, Snflp
ve Gen2p protein kinazlariin da islevleri olduklart rapor edilmektedir. Arastirmamizda
Ty elementlerinde apoptoz sinyali olusumun yanit olarak Ty elementlerinde
transkripsiyonun 3-kat kadar baskilanmasinda bu protein kinazlarin islevlerinin olup
olmadig1 da test edildi. Yaban tip ve bu protein kinazlar1 icermeyen mutant S. cerevisiae
suslarinin normal ve apoptotik kosullarda Ty gen flizyonlarindan yapilan ekspresyon
seviyeleri karsilastirildi. Verilen protein kinaz mutantlarinda Tyl transkripsiyonunun

normal iireme sartlarinda dahi yaban tip sustaki ekspresyon seviyesine gore %20-40
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kadar azaldigr goriildii (Cizelge 4.2). Apoptoz sinyalinin olusturulmasi ile 6zellikle
Asnfl mutanti maya susunda Tyl expresyon seviyesinde 6-kat kadar azalma oldugu
(1824’den 323 {initeye) goriildii. Diger protein kinaz mutantlar1 olan Atorl ve Agen2
mutantt maya suslarinda da apoptoz sinyali ile ortalama 2-kat kadar azalma oldugu
goriildii (Cizelge 4.2). Bu sonuglar Torlp, Snflp ve Gen2p’nin Tyl transkripsiyonunda
hem normal sartlarda gerekli oldugu gostermekle birlikte apoptoz sinyaline kars1 Tyl
transkripsiyonunun baskilanmasinda tam olarak yer almadigin1i da gostermektedir.
Ciinkii, bu kinazlarin kodlanmadigi mutant suslarda da Tyl transkripsiyonu apoptoz

sinyali ile baskilanmaktadir.

Cizelge 4.2. Apoptoz kosullarinda farkli protein kinazlarin Tyl’de gen ifadesine
etkileri. = SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir. (p<0.05)

Ureme ortamlar ve

. . B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)
S. cerevisiae
suslart Sc-Ura+%2 Glukoz Apoptoz kosullari

(Normal ortam) (60 mM Asetik Asit)

Yaban tip 3074 £ 92 831 £ 51
Atorl 2273 £ 167 905+ 76
Asnfl 1824 + 89 323+ 35
Agen? 2876 £ 217 1101 + 39

Torlp, Snflp ve Gcen2p’nin normal ve apoptotik kosullarda Ty2’de gen ifadesine
etkileri de incelendi. Ancak bu protein kinazlarin Ty2 transkripsiyonunu normal ve
apoptotik sartlarda Tyl’den farkli sekilde etki ettigi goriildii (Cizelge 4.3). Normal
tireme ortami kosullarinda Torlp ve Gen2p’nin Ty2 de gen ekspresyonuna etkisi
olmadig1 goriildii. Apoptoz sinyalinin olusturulmasi sonucu ise Asnfl mutantinda Ty2de
gen ekspresyonunun yaban tip sus seviyesine azaldigi goriildii. Agen2 mutant susunda
ise apoptoz kosullarinda Ty2 gen ifadesinde %40 kadar azalma oldugu Atorl mutant

susunda Ty2 ekspresyonunda apoptoz sinyaline yanit olarak sadece %30 kadar azalmasi
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yaban tip susta apoptoz kosullarinda Torlp’nin kismen islevi oldugunu 6ne siirmektedir
(Cizelge 4.3). Bu sonuglar Snflp’nin Ty2’de gen ifadesinde normal kosullarda islevi
olmasma ragmen apoptoz kosullarinda etkili olmadigini Torlp ve Gen2p’nin ise
apoptoz kosullarina bagl olarak Ty2 gen ifadesindeki baskilanmada diisiik seviyede de

olsa etkisi ve islevi oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.3. Apoptoz kosullarinda farkli protein kinazlarin Ty2’de gen ifadesine
etkileri. + SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir. (p<0.05)

Ureme ortamlari ve

.. B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)
8. cerevisiae
suslari Sc-Ura+%2 Glukoz Apoptoz kosullar

(Normal ortam) (60 mM Asetik Asit)

Yaban tip 185+ 15 62+5
Atorl 156 +2 114+£2
Asnfl 116 +£ 1 60 +£2
Agen2 163+ 6 103+ 10

4.3. Teclp ve Sgclp’nin Apoptotik Sartlarda Ty Transkripsiyonuna Etkileri

Tyl ve Ty2’de promotor bolgelerine baglanip bu elementlerin transkripsiyonlarini
aktive eden c¢ok sayida aktivator tayin edilmistir. Bunlardan Teclp ve Sgclp’nin
normak kosullarda Tyl ve Ty2’de transkripsiyonun aktivasyonu i¢in gerekli olduklari
daha once yapilan ¢aligmalar ile molekiiler seviyede gosterilmistir (Laloux ve ark. 1990,
Lohning ve ark. 1994). Teclp ve Sgclp’nin Tyl ve Ty2’de apoptoz sartlarinda
transkripsiyona etkileri bu genleri igermeyen delesyonlu mutant suslar kullanilarak test
edildi. Elde edilen sonuglar yaban tip maya susu ile karsilastirildi. Beklendigi sekilde
Atecl mutant susunda normal ortam kosullarinda Tyl ekspresyonunda yaklagik 6-kat
kadar azalma oldugu gorildii (¢izelge 4.4). Ty2’de ise ekspresyon seviyesinin Atecl
mutayonundan etkilenmedigi goriildii. Ancak, bu mutant sus apoptotik kosullarda

tiretildiginde her Tyl elementinde apoptoz etkisi ile gen ifadesinde herhangi bir
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baskilanma olmadig1 goriildii. Ty2’de ise ekspresyon seviyesinde diisiik seviyede
(yaklasik %25 kadar) artis oldugu goriildii. Bu sonug apoptoz sinyaline yanit olarak Tyl
de gen ifadesinin baskilanmasinda direkt ve/veya dolayli olarak hedef alinan

diizenleyici faktorlerden birisinin Teclp oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.4. Trankripsiyon faktorii Teclp’nin Apoptoz kosullarinda Tyl ve Ty2’de gen
ifadesine etkileri. = SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir. (p<<0.05)

Ureme ortamlari ve
B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)

Ty gen fiizyonlari
Sc-Ura+%2 Glukoz Apoptoz kosullar
(Normal ortam) (60 mM Asetik Asit)
Tyl-144-LacZ 592 + 18 485 £ 17
Ty2-754-LacZ 157+1 192 +2

Sgelp’nin Tyl ve Ty2’de gen ifadesine etkileri de incelendi. Normal iireme ortami
kosullarinda hem Tyl ve hem de Ty2’de gen ifadesinde yaban tip susa kiyasla yaklasik
2-kat azalma olmasi bu transkripsiyon faktoriiniin Tyl ve Ty2’de gen ekspresyonu i¢in
gerekli oldugunu gostermektedir. Apoptoz sinyalinin aktive edildigi kosullarda ise
Asgcl mutantinda Tyl transkripsiyonunda %36 kadar azalma olmasi bu faktoriin de
apoptotik  kosullarda kismen de olsa Tyl transkripsiyonunda yer aldigim
gostermektedir. Ty2’nin Asgcl mutant susunda normal ve apoptotik kosullarda yaklasik
olarak ayni seviyede gerceklesmis olmasi Sgclp’in  apoptotik kosullarda Ty2
ekspresyonunda direkt/dolayli olarak yer aldigini gdstermektedir. Ciinkii Sgclp’nin
fonksiyonel olarak bulundugu yaban tip susta apoptotik kosullarda 3-kat azalan gen

ifadesi mutant susta hicbir azalma géstermemistir.
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Cizelge 4.5. Trankripsiyon faktdrii Sgclp’nin Apoptoz kosullarinda Tyl ve Ty2’de gen
ifadesine etkileri. + SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir. (p<0.05)

Ureme ortamlari ve
B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)

Ty gen fiizyonlari
Sc-Ura+%2 Glukoz Apoptoz kosullar
(Normal ortam) (60 mM Asetik Asit)
Tyl-144-LacZ 1677 + 86 1225 £ 21
Ty2-754-LacZ 74+ 4 84 +4

Ty2 elementinin transkripsiyonunda gerekli olan en 6nemli aktivator element kodlama
bolgesinde yer alan enhansir elementidir. Ty2’de bu bdlgenin delesyonu ile
transkripsiyon ¢ok diisiik seviyeye iner (Farabaugh ve ark. 1989). Apoptoz kosullarinda
Ty2’de transkripsiyonun baskilanmasinda enhansir elementinin hedef alinip alinmadigi
da sadece bu bolgeyi iceren ekspresyon vektorleri kullanilarak test edildi. p-ENC
plazmitinde Ty2 enhansir bolgesi aktivator bolge icermeyen HIS4 promoturunda TATA
kutusunun 5’ yoniine gelecek sekilde daha dnceden klonlamistir (Tiirkel ve Farabaugh,
1993). Ty2-555-LacZ ekspresyon vektoriinde ise Ty2’de gen ifadesini baskilayict etkisi
olan represor bolge (DRS bdlgesi delesyonla yok edilmistir. Bu ekspresyon vektorlerini
iceren yaban tip maya susu normal ve apoptoz uyarilmis kosullarda iiretilerek apoptoz
sinyalinin bu vektdrlerde enhansir elementine bagl transkripsiyonuna etkileri incelendi.
Elde edilen sonuglar apoptoz sinyalinin enhansir elementine bagli transkripsiyona
herhangi bir etkisinin olmadigin1 gdstermektedir (Cizelge 4.6). Bu durum apoptoz
sinyali aktivasyonuna bagli olarak Ty2 transkripsiyonunun baskilanmasinda Ty2
promotorunun  biitlinliglinlin  ve dogal yapisinin gerekli oldugu seklinde

degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.6. Apoptoz sinyalinin Ty2’de enhansir elementine etkileri. £ SD: Standart
sapma degerlerini gostermektedir. (p<0.05)

Ureme ortamlari ve
B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)

Ty gen fiizyonlari
Sc-Ura+%2 Glukoz Apoptoz kosullar
(Normal ortam) (60 mM Asetik Asit)
Ty2-555-LacZ 2158 £20 2135+ 190
p-ENC-LacZ 852 + 55 1010 + 62

4.4. Otofaji Uyariminin Ty Transkripsiyonuna Etkileri

Otofaji sinyal yolaginin kafein ile aktive edilmesi sonucu Tyl ve Ty2’de gen
ekspresyonunun farkli sekilde etkilendigi gorilmektedir. Otofaji kosullarinda Tyl
transkripsiyonu oldukg¢a diisiik seviye, yaklasik %18 kadar azalma oldugu goriildii.
(Cizelge 4.7). Fakat, Ty2 transkripsiyonunun otofaji kosullarinda da apoptozda oldugu
gibi 3-kat kadar azaldigi bulundu (Cizelge 4.7). Bu sonuglar apotozdan farkli olarak
otofaji kosullarimin Tyl ve Ty2’de gen ifadesine farkli seviyede etki ettigini

gostermektedir.

Cizelge 4.7. Otofaji uyarimimin Ty elementlerinde gen ifadesine etkileri. + SD: Standart
sapma degerlerini gdstermektedir. (p<0.05)

Ureme ortamlari ve
B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)

Ty gen fiizyonlar
Sc-Ura+%2 Glukoz Otofaji kosullar:
(Normal ortam) (+8 mM Kafein)
Tyl-144-LacZ 3074 +£92 2602 +9
Ty2-754-LacZ 185+ 15 69 £2
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4.5. Farkh Protein Kinazlarin Otofaji Sartlarinda Ty Elementlerinde Gen
ifadesine Etkileri

Torlp, Snflp ve Gen2p’nin otofaji kosullarinda Tyl ve Ty2’de gen ifadesine etkileri
incelendiginde Tyl ve Ty2’de 6nemli farkliliklar oldugu goriildi. Snflp ve Gen2p
kinazlar1 igermeyen mutant suslarda Tyl transkripsiyonunun normal kosullarda ve
otofajinin aktive edildigi kosullarda yaklasik olarak ayni seviyede gergeklestigi goriildii
(Cizelge 4.8). Ancak, Ator] mutant susunda otofaji kosullarinda Ty1 transkripsiyonunda
%27 kadar artis oldugu gorildii.

Cizelge 4.8. Farkl1 protein kinazlarin otofaji kosullarinda Ty1’de gen ifadesine etkileri.
(p<0.05)

Ureme ortamlari ve
.. B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)

8. cerevisiae
sular Sc-Ura+%2 Glukoz Otofaji kosullar1

(Normal ortam) (+8 mM Kafein)
Yaban tip 3074 £ 92 2601 £9
Atorl 2273 +£ 167 2903 + 96
Asnfl 1824 + 89 1800 £ 65
Agen2 2826+ 217 1987+ 56

Otofaji kosullarinda Torlp, Snflp ve Gen2p’nin Ty2’de gen ifadesine etkileri de
incelendi. Ty2’de otofaji kosullarinda Tyl’den farkliliklar oldugu goriildii. Yaban tip
maya susunda otofaji kosullarinda Ty2’de gen ifadesinin yaklasik 3-kat azaldigi, bunun
Asnfl mutant susunda daha fazla oldugu ve yaklasik 4-kat azalma oldugu bulundu.
Atorl mutantinda da Ty2 gen ifadesinde otofaji kosullarinda 2-kat kadar azalma oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.9). Gend mutant susunda ise teknik nedenlerden dolayi
inceleme yapilmadi. Bu sonuglar incelenen protein kinazlarin otofaji kosullarinda Ty?2

gen ifadesinin kontroliinde 6nemli derecede yer almadigin1 géstermektedir.
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Ty2 elementinin transkripsiyonunun aktivasyonunda en 6nemli aktivator bolge enhansir
elementidir. Otofaji kosullarinin bu aktivator bolgeden yapilan transkripsiyona etkileri
de p-ENC ve Ty2-555-LacZ ekspresyon vektorleri kullanilarak test edildi (Cizelge
4.10).

Cizelge 4.9. Farkli protein kinazlarin otofaji kosullarinda Ty2’de gen ifadesine etkileri
(p<0.05)

Ureme ortamlari ve

.. B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)
S. cerevisiae
suslari Sc-Ura+%2 Glukoz Otofaji kosullar:

(Normal ortam) (+8 mM Kafein)

Yaban tip 185+ 15 69 +2
Atorl 156 £2 86 +2
Asnfl 116 £ 1 301
Agen? 163+ 6 104+ 6

Otofaji kosullarinin olusturuldugu ortamda iiretilen yaban tip maya susunda enhansir
elementine bagl gen ifadesinde %45 kadar bir azalma oldugu goriildii. Represor bolgeyi
icermeyen Ty2 ekspresyon vektoriinden yapilan gen ifadesinin ise otofaji kosullarinda
yaklagik 2-kat azaldig1 bulundu (Cizelge 4.10). Bu sonuglar apoptoz kosullarindan farkl
olarak otofaji kosullarinda Ty2 gen ifadesinde azalmanin enhansir elementi ile baglantili

olabilecegini gostermektedir.
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Cizelge 4.10. Otofaji sinyalinin Ty2’de enhansir elementine etkileri (p<0.05)

Ureme ortamlari ve
B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(= SD)
Ty gen
fizyonlar: Se-Ura+%2 Glukoz Otofaji kosullari
(Normal ortam) (+8 mM Kafein)
Ty2-555-LacZ 2158 +£200 965 + 77
p-ENC-LacZ 852 £ 55 516 £29

4.6. Teclp ve Sgclp’nin Otofaji Sartlarda Ty Transkripsiyonuna Etkileri

Transkripsiyon aktivatorleri Teclp ve Sgclp’nin Tyl ve Ty2’de gen ifadesinde islevleri
bilindiginden bu faktorlerin otofaji kosullarinda Tyl ve Ty2’de etkileri de incelendi.
Tyl’de gen ifadesinin Atecl mutant susunda otofaji kosullarindan etkilenmedigi
gdriildii. Ty2’de gen ifadesinde ise Atecl mutant susunda otofaji kosullarinda yaban
tip susta oldugu gibi yaklasik 3-kat kadar azalma oldugu goriildi (Cizelge 4.11). Asgel
mutant susunda ise Tyl ’de gen ifadesinde %30 kadar diisiik oranda bir artig, Ty2’de ise
yine 3-kat kadar 6nemli miktarda azalma meydana geldigi goriildii (Cizelge 4.11). Bu
sonuglar her iki Ty elementinde Teclp ve Sgclp’nin otofaji kosullarinda direkt veya
dolayl olarak farkli islevleri oldugunu gostermektedir. Normal kosullarda Ty1’de bazal
seviyede gen ifadesi igin gerekli olan Teclp’nin otofaji kosullarinda da Tyl’de gen
ifadesinin baskilanmasinda hedef faktor olabilcegi diisiiniilmektedir. Ty2’de ise hem
normal kosullarda ve hem de otofaji kosullarinda yaban tip ve Atecl mutant susunda
yaklagik olarak ayni seviyede gen ifadesinin goriilmesi ise Teclp’nin otofaji
kosullarinda Ty2’de goriilen gen ifadesinin baskilanmasinda islevi olmadig1 seklinde

degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.11. Teclp ve Sgclp’nin otofaji kosullarinda Tyl ve Ty2’de gen ifadesine
etkileri (p<0.05)

Ureme ortamlari ve
Mutant B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)
8. Cerevisiae | Ty gen fiizyonlari
suslari Sc-Ura+%2 Glukoz Otofaji kosullar:
(Normal ortam) (+8 mM Kafein)
Tyl-144-LacZ 592 +£18 657 £ 52
Atecl
Ty2-754-LacZ 157+ 1 54 +4
Tyl-144-LacZ 1677+ 86 2187+ 11
Asgel
Ty2-754-LacZ 74 £4 29+1

4.7. Mitofaji Uyarimimin Ty Transkripsiyonuna Etkileri

Genel otofaji kosullarinin Tyl ve Ty2’de gen ifadesine etkilerinin analiz edilmesinden
sonra spesifik bir otofaji sekli olan mitofaji kosullarinin da Tyl ve Ty2’de gen ifadesine
etkileri incelendi. Mitofaji kosullarini olusturmak i¢in yaban tip maya susu Once
gliserolde tretilip logaritmik asamada iireme ortaminda %2 oraninda glukoz ilave
edildi. Gliserol ortaminda iiretilen maya transformantlarinda Tyl ve Ty2’de gen
ifadesinde normal ortam kosullarina gére dnemli 6l¢iide azalma oldugu goriilmektedir.
Bu durum daha once rapor edilmis olup Ty2 de gen ifadesinin glukoz sinyaline baglh
olarak aktive edildigi bilinmektedir (Tiirkel ve ark 2009). Gliserol ortamina glukoz
eklenmesi ile Ty2’de ve bu elementin enhansir bdlgesine bagli olarak yapilan gen
ifadesinde 6-8 kat kadar artis oldugu goriildii (Cizelge 4.12). Ancak, mitofaji sinyalinin
uyarilmasi ile Tyl gen ifadesinde Onemli bir farklilik, artis veya azalma olmadigi

goriildi (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. Mitofaji aktivasyonunun Ty1 ve Ty2’de gen ifadesine etkileri. (p<0.05)

Ureme ortamlar ve

B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)

Ty gen fiizyonlar
Sc-Ura+%2 Gliserol Gliserol— %2 Glukoz

Tyl-144-LacZ 1594 £ 129 1775 +£102
Ty2-754-LacZ 37+2 295+ 52
Ty2-555-LacZ 514 +£40 2132+ 119
p-ENC-LacZ 79+ 4 416 £ 32

4.8. Apoptoz ve Otofaji Kosullarinin Ribozomal Cerc¢eve Kaymasina Etkileri

Ty elementlerinden kodlanan Gag ve Pol homologu olan TYA ve TYB polipeptidlerin
orant translasyon sirasinda programli ribozomal c¢erceve kaymasi ile kontrol
edilmektedir. TYA ve TYB (Gag-Pol) ise Ty elementlerinin replikasyon dongiisii i¢in
gerekli olan faktorlerin olustugu polipeptdilerdir. Apoptoz ve otofaji kosullarinin TY1
ve Ty2’de aymi sekilde gerceklesen programli ¢erceve kaymasina etkileri de incelendi.
Normal iireme kosullarinda Ty elementlerinde beklendigi sekilde yaklasik olarak %28
oraninda ¢erceve kaymasi oldugu goriildii. Anack bu oranin apoptoz kosullarinda
%?22’ye otofaji kosullarinda ise %20’ye azaldig1 bulundu (¢izelge 4.13). Elde edilen bu
sonuglar apoptoz ve otofaji kosullarinin Ty elementlerinde programli ¢ergceve kaymasi

oranini da etkiledigi gostermektedir. (Cizelge 4.13).
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Cizelge 4.13. Apoptoz ve otofaji kosullarinin Tyl’de ribozomal g¢erceve kaymasina
etkisi.

Ureme kosullar % Cerceve kaymasi
Normal ortam 28 +
Apoptoz kosullar1 22+
Otofaji kosullar 20+
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu arastirma S. cerevisiae genomunda farkli kromozomlarda yer aldigi daha once
belirlenen iki farkli Ty retrotranspozonunun apotoz ve otofaji gibi hiicresel siireglerden
nasil etkilendigi incelenmistir. Arastirmamizda tam uzunlukta TY transkriptlerinin
analizi yerine Ty-LacZ raportor gen flizyonlarini igeren plazmit temelli YEp ekspresyon
vektorleri kullanilmistir. Ty transkripsiyon analizini klasik RNA analizi (northern blot,
rtPZR gibi) yontemlerle yapmak dnemli teknik zorluklar igermektedir. Ciinkii Ozellikle
Tyl ve Ty2’nin genomdaki kopyalar1 arasindaki sekans benzerliginin yiiksek olmasi
Northern blotta kullanilan probe veya PZR primerlerinin diger Ty kopyalarindan
yapilan transkriptleri ile ¢apraz hibridizasyonuna yol agmaktadir (Kim ve ark. 1998).
Ayrica glinlimiize kadar tayin edilen Ty2 ve Ozellikle Tyl lerin kendi aralarinda da
transkripsiyon sevileri acisindan 6nemli farkliliklar (50-kat) oldugu agiklanmistir. Bu
durumda Ty retrotranspozonlarinda raportér gen flizyonlarimin kullaniliyor olmasi
esasen diger molekiiler tekniklere gére 6nemli avantaj saglamaktadir. LacZ; ilk olarak
Escherichia coli’de tanimlanmistir ve beta galaktozidaz enzimini kodlamaktadir
(Kalnins ve ark. 1983). LacZ; gen flizyonlar1 hizli sonug alinabilen ve olduk¢a hassas
bir raportor gen olarak uzun siiredir kullanilmaktadir (Guarete 1981, Gerlach ve ark
2007). LacZ raportdr gen fiizyonlar1 kullanilarak, RNA veya protein analizi gibi bagka
genetik teknige ihtiya¢ duyulmadan ilgili genlerin promotor aktivitelerini hizli bir
seklide analiz etmek miimkiindiir (Smale 2010). Daha 6nce yapilan bir¢ok ¢alismada da
B-galaktozidaz aktiviteleri ile S. cerevisiae’da kromozomal genden transkribe edilen

mRNA miktarlar1 arasinda dogru orant1 oldugu da gosterilmistir (Ttirkel 1994).

Tyl ve Ty2 elementlerinde gen ifadesi transkripsiyon seviyesinde ¢ok fazla faktor
tarafindan kontrol edilir. Bu faktorlerden bazilar1 aktivator, bazilar1 represér veya
kromatin modifiye edici faktorlerdir (Curcio ve ark. 2015). Belirlenen faktorlere ek
olarak bu tez arastiramsi kapsaminda YEASTRACT veri tabani kullanilarak yapilan
incelemede Tyl promotorunda Xbpl ve YAP1 gibi stresle aktive edilen transkripsiyon
faktorii baglanma dizileri de belirlendi (Mai ve Breden 1997, Anonim 2020b). Daha
onceki caligmalarda represor faktor olan Raplp’nin de Tyl ve Ty2 de diizenleyici faktor

olarak yer aldig1 da gosterilmistir (Gray ve Fassler 1993). Apoptoz kosullarinda Ty

47



elementlerinde gen ifadesinin baskilanmasinda stres kosullarinda aktive edilen bu
represor faktorlerin etkisi olabilecegi diistiniilmektedir. Apoptoz ve otofaji kosullarinda
Tyl ve Ty2’de transkripsiyonu aktive eden faktorler de bu hiicresel siire¢ dolayisiyla
inaktive edilmis olabilir. Ty2’de transkripsiyonu aktive eden en 6nemli faktor Gerlp
olup hiicrede bir¢ok genklerin transkripsiyonundan da sorumludur (Tiirkel 1994, Tiirkel
ve ark. 1997, Lopez ve Baker 2000). Ancak GCR! geni delesyonu bazi maya suslarinda
letal olup bu mutant suslar ile bu arastirmada oldugu sekilde analiz yapmak miimkiin
degildir. Delesyonu letal olmayan maya suslarinda da pleotropik etkileri dolayisyla
Agcrl mutant suglarinda boliinme siiresi YPD ortaminda 12 saat kadardir (Lopez ve
baker 2000). Raplp S. cerevisiae’da ¢ok bol bulunan ¢ok fonksiyonlu transkripsiyon
faktoriidiir. Fakat bu faktoriin delesyonu da S. cerevisae igin letaldir. Tyl
transkripsiyonun baskilanmasinda islevi oldugu daha once rapor edilen represor faktor

Motlp’nin de S. cerevisiae genomundan delesyonu letaldir (Anonim 2020a).

Ty elementlerinde protomor bolgelerinde ¢ok fazla diizenleyici faktor bulunmaktadir.
Bu faktorlerin (aktivator, represor ve kromatin faktorlerinin) Ty elementlerinde gen
ifadesinin her tiirlii kosulda dengeli olarak, hiicresel genlerin diizenlenmesine ve
mayalardaki metabolik siireclere de uygun olarak kontrol edilmesini sagladigi
diisiiniilmektedir. Bu sekilde kontrollii gen ifadesi bu genetik elementlerin evrimsel
siirecte kopya sayilarinin korunmasini, maya genomlarindan eliminde edilmeden
varliklarinmi siirdiirmesini de saglar. Bu arastirmada apoptoz ve otofaji kosullarinin da
hem Tyl ve hem de Ty2’de transkripsiyonu da tamamen baskilamadigir bulundu. Ty
elementlerinde gen ifadesinin translasyon seviyesinde kontroliinii saglayan programli
gerceve kaymasi oraninin da apoptoz ve otofaji kosullarinda 6nemli oranda azaldigi
goriildi. Bu durum Ty elementlerinde bazi hiicresel kosullarda cerceve kaymasi

oraninin transkripsiyona paralel olarak kontrol edilebildigini de gdstermektedir.

Apoptoz ve otofaji kosullarinda bu arastirma da test edilen protein kinazlarinda da Tyl
ve Ty2’de farklh sekilde etkileri oldugu goriilmektedir. Torlp, Gen2p ve Snflp’nin
apoptoz kosullarinda Ty1’de goriilen transkripsiyonun baskilanmasinda ¢ok fazla islevi
olmadig1 goriilmektedir. Ancak Torlp’nin Ty2 de apoptoz kosullarinda transkripsiyon
baskilanmasinda islevi oldugu goriilmektedir. Snflp de hem Tyl ve hem de Ty2’de
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bazal transkripsiyonda etkisi olmasina ragmen apoptoz siirecinde her iki elemente de

etkisi olmadig diigiiniilmektedir.

Tyl ve Ty2’de apoptoz kosullarindaki gen ifadesinde Afec/ mutant susunda 6nemli bir
baskilanma olmadigr bulunmustur. Bu durum apoptoz kosullarinda yaban tip susta
inaktive edilen (degrede edilen veya transkripsiyonu baskilanan) transkripsiyon
faktorlerinden birisinin Teclp oldugu goriilmektedir. Bu sekilde yaban tip susta
aktivator faktoriin inaktive edilmesi sonucu Tyl ve Ty2’de transkripsiyonda 3 kat kadar
azalma/baskilanma meydana gelmektedir. Mutant Atecl susunda ise zaten bu faktor
olmadigindan normal kosullardaki ekspresyon seviyesi ve apoptoz kosullarindaki seviye
yaklagik olarak ayni seviyededir. Ayn1 durum Tyl ve Ty2’de aktivator olarak islevi olan
Sgclp i¢in de gegerlidir.

Otofaji kosullarinda ise Tyl’de gen ifadesinin ¢ok etkilenmedigi Ty2’de ise gen
ifadesinde 3 kat kadar baskilanma oldugu goriilmektedir. Otofaji kosullarinda Torlp ve
Snflp’nin Tyl ve Ty2’de olan etkileri incelendiginde bu faktorlerin otofaji kosullarinda
Tyl ve Ty2 de etkisinin olmadig1 goriilmektedir. Tyl ve Ty2’de aktivatdr olarak islevi
olan Teclp ve Sgclp’nin otofaji kosullarindaki islevleri de incelenmistir. Ancak,
apoptoz siirecindeki etkilerinden farkli olarak otofaji kosullarinda her iki transkripsiyon
faktoriiniin de Tyl ve Ty2’de herhangi bir islevi olmadig1 goriilmektedir. Cilinkii hem
Tyl ve hem de Ty2 de yaban tip maya susunda normal kosullarda ve otofaji uyarilmis
durumdaki gen ifadesi durumunun Atecl ve Asgcl mutant suslarinda korundugu
goriilmektedir. Ty2’de otofaji kosullarinda her iki mutant susta da yaban tip maya
susunda oldugu gibi transkripsiyonda yaklasik 3-kat azalma oldugu goriilmektedir. Bu
durumda otofaji kosullarinda Ty2’de goriilen transkripsiyon baskilamasinda Ty2’de gen

ifadesinde islevi olan farkli faktorlerin hedef alindig1 diistiniilmektedir.

Mitofajide makrootofajiden farkli bir siire¢ olup hasarli mitokondrileri hedef alir.
deneysel olarak olusturulan mitofaji kosullarindan Tyl transkripsiyonunun o6nemli
dercede etkilenmedigi ancak Ty2 transkripsiyonunda Onemli seviyede aktivasyon
oldugu goriilmektedir. Ancak bu aktivasyon kisemn de olsa daha 6nce Ty2’de goriilen

glukoz aktivasyonundan da kaynaklanmis olabilir (Tirkel ve ark. 2009). Daha once
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yapilan ¢aligmalarda Ty2’de gen ifadesinin glukoz sinyaline bagli olarak aktive edildigi
bulunmustur (Tiirkel ve ark. 2009).

Apoptoz sinyalinin enhansir elementine bagli transkripsiyona herhangi bir etkisinin
olmadig1 gosterilmistir. Apoptoz sinyali aktivasyonuna bagli olarak Ty2
transkripsiyonunun baskilanmasinda, Ty2 promotorunun biitiinliiglinlin ve dogal
yapisinin  gerekli  oldugu seklinde degerlendirilmistir. Fakat otofaji sinyali
aktivasyonuna bagl olarak Ty2 transkripsiyonunun baskilanmasinda dogal promotor

yapisinin gerekli olmadigi gosterilmistir.

Apoptoz ve otofaji biitiin Okaryotlarda korunmus 6nemli islevleri olan hiicresel
stireglerdir. Bu calismada apoptoz ve otofaji siireclerinin S. cerevisiae’da bulunan ve
pseudoviriis olarak da adlandirilan Tyl ve Ty2 retrotranspozonlarinda gen ifadesine iki

retrotranspozonda da da farkl sekilde ve farkli derecelerde etki ettigi bulunmustur.
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EKLER

EK 1. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi
EK 2. - Galaktozidaz Aktivitesi Hesaplanmasi
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EK 1 Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

1: YPD (Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz)

10 gram maya ekstrati ve 10 gram pepton tartildi. Behere saf su ve tartilan malzemeler
konuldu. Manyetik karistiricida ¢oziildii. YPD petrileri i¢in, sivi besiyeri ortamina 20
gram/litre agar eklendi ve otoklavda 121°C sicaklikta, 1 saat steril edildi. %20°lik stok
cozelti glikoz hazirlandi, 121°C’de 1 saat otoklavda steril edildi. Steril edilen glikoz,
besiyerinin son konsantrasyonu %2 olacak sekilde eklendi.

2: Yeast Nitrogen Base, YNB

1.7 gram/litre Yeast Nitrogen Base, 5 gram/litre Amonyum siilfat distile suda ¢6ziildii.
Otoklavda 121°C sicaklikta, 1 saat steril edildi. Kat1 besiyerleri i¢in 20 gram/litre olacak
sekilde agar ilave edildi. %20’lik stok ¢ozelti glikoz hazirlandi, 121°C’de 1 saat
otoklavda steril edildi. Steril edilen glikoz, besiyerinin son konsantrasyonu %?2 olacak
sekilde eklendi.

3: Sc-Ura Besi yeri

1.7 gram/litre Yeast Nitrogen Base, 5 gram/litre Amonyum siilfat distile suda ¢o6ziildii.
Otoklavda 121°C sicaklikta, 1 saat steril edildi. Otoklavdan sonra litre i¢in 1.98
gram/litre Sc-ura tartilip distile suda ¢oziildii. Filtre sterilizasyonu yapilarak besiyerine
ilave edildi. Kat1 besiyeri i¢in 20 gram/litre olacak sekilde agar ilave edildi. %20’lik
stok ¢oOzelti glikoz hazirlandi, 121°C’de 1 saat otoklavda steril edildi. Steril edilen
glikoz, besiyerinin son konsantrasyonu %2 olacak sekilde eklendi.

4: Lityum Asetat Cozeltileri (1M ve 0,1M)
Lityum asetat 1M olacak sekilde ayarlanir ve saf suda ¢oziliir. Steril disk filtreler ile
steril edildi.

5: Polietilen Gilikol (%50 PEG)
Polietilen Glikol (PEG) transformasyon i¢in kullanildi. Distile suda %50’lik stok ¢6zelti
olarak hazirlandi. 121°C’de 1 saat otoklavda steril edildi.

6: SDS (%0,1) ve Kloroform Cozeltileri
Sodyum dodesil siilfat, steril distile suda konsantrasyon %0,1 olacak sekilde hazirlandi.
Kloroform dogrudan stoktan kullanildi.

7: Lizis Tampon Cozeltisi ( Break Buffer)

Lizis Tampon Cozeltisi i¢in ;100 mM Tris.HCI (pH: 8) ,1 mM DTT,%20 Gliserol ve 4
mM Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) kullanildi.
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8: Beta Galaktozidaz Tampon Cozeltisi (Z Buffer)
Z Buffer hazirlamak igin;

60 mM Na>HPO4.7H20,

40 mM NaH2PO4.H20,

10 mM KClI,

1 mM MgS0O4.7H20

50 mM B-Merkepto-etanol ¢ozeltisi

Oranlarda hazirlandi ve +4’te saklandi.

9: Lowry Cozeltileri

I: Lowry A ¢ozeltisi:

20 g Na2COs ve 4g NaOH, 1 litre distile suda ¢oziildii.

II: Lowry-B1 ¢ozeltisi:

1 g CuSO4, 100 ml distile suda ¢6ziildii ve +4 °C’de depolandi.

III: Lowry-B2 ¢ozeltisi:

2 g sodyum potasyum tartarat 100 ml distile suda ¢6ziildii ve +4 C’de depo edildi
IV: Lowry-C cozeltisi:

Lowry-A, Lowry-Bl ve Lowry-B2 stok c¢ozeltilerden asagida belirlenen
konsantrasyonlarda taze olarak hazirlandi.

Lowry-C Cozeltisinin Igerigi:
24,5 ml Lowry A, 250 pl Lowry B1, 250 pul Lowry B2 hazirland1 ve lowry tayini i¢in
1’er ml kullanildi.

10: ONPG (O-Nitrofenil B-D-Galaktopiranozid)
ONPG (Sigma N1127), 4 mg/ml olacak sekilde Z-tampon ¢ozeltisi iginde manyetik
karistiricida ¢oziildi ve +4°C’de saklandi.

11: Kafein Cozeltisi
Otofaji uyarimi i¢in kullanilan kafein ¢6zeltisi i¢in; 150mM stok i¢in kafein 0.291 gram
tartild1 ve 10 ml steril distile suda ¢6ziildii.

12: Asetik Asit Cozeltisi

Stok 17.4 M asetik asitten 1.5 M stok hazirlandi. pH= 3 ayarlandi. 8.62 ml asetik asitten
alind1 ve 91.62 ml steril saf su ile 100 ml olacak sekilde ayarlandi.
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EK 2 B- Galaktozidaz Aktivitesi Hesaplanmasi

Aktivite: (ODuox 1.7/0.0045)
(txVxP)

ODu20: Sar1 rengin absorbansi

1.7: 980ul Z buffer, 20ul lizat, 200ul ONPG, 500 pl NaCOs (TOPLAM HACIM)
0,0045: ONPG’nin molar absorbsiyon katsayisi

t: Reaksiyon siiresi (dakika)

V:Kullanilan hiicre lizati hacmi (ml)

P:Lowry’de tayin edilen protein konsantrasyonlar1 (mg/ml)

B-Galaktozidaz aktivitesi biririmi, dakika basina 1 mg proteince hidroliz edilen nmol

ONPG miktaridir.
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