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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

APOPTOZ, OTOFAJI VE RETROGRADE TRANSKRIPSIYONUN CYC1, SUC2 VE
GPD1 GENLERININ EKSPRESYONLARINA ETKILERININ INCELENMESI

Eren TANIK

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1

Damsman: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Apoptoz hiicrenin fizyolojik ve patalojik sartlarda kendini ortadan kaldirmasini saglayan,
bir programlanmis hiicre 6liim mekanizmasidir. Otofaji ise hiicrede aclik durumlarinda
veya farkli uyaranlarin etkisi ile hasarli organellerin ve bazi proteinlerin otofagosom
denilen bir ¢ift katli membran yapist i¢inde biriktirilerek geri donistiirilmesidir.
Retrograd kontrol ise mitakondriden niikleusa sinyal iletim mekanizmasi olup
mitokondriyel hasarlar veya Krebs dongiisii bozukluklari ile aktive edilebilir. Bu
sinyallere bagl olarak aktive edilen transkripsiyon faktorleri niikleusa girerler ve hedef
genleri ekspres ederek mitakondriyel hasarlarin onarilmasini saglarlar. S. cerevisiae’da
GPD1, CYC1 ve SUC2 genleri sirasiyla gliserol-3-fosfat dehidrojenaz enzimini,
sitokrom-c, izoform-1 proteinini ve invertaz enzimini kodlarlar. Bu arastirmada S.
cerevisiae’da apoptoz, otofaji ve retrograd kontroliin, GPD1, CYC1 ve SUC2 genlerinin
transkripsiyonuna etkileri incelendi. Apoptoz kosullarinin aktivasyonu ile GPD1, CYC1
ve SUC2 genleri transkripsiyonlarinin baskiladig gortildii. Otofaji kosullarinda ise yaban
tip maya susunda GPD1 geni transkripsiyonunda diisiik seviyelerde azalma goriiliirken,
CYC1 geni transkripsiyonu etkilenmedi. SUC2 geni ekspresyonunun ise 3-kat
baskilandig1 goriildii. Apoptoz ve otofaji kosullarinda Hoglp ve Torlp kinazlarinin bu
genlerin transkripsiyonlarma farkli etkileri oldugu goriildii. Invertaz aktivitesi
ol¢iildiigiinde  apoptozun invertaz sekresyonunu tamamen Onledigi  otofaji
aktivasyonunun ise invertaz sekresyonuna onemli etkisi olmadigr bulundu. Retrograd
kontrol mekanizmasinin transkripsiyon faktorleri olan Rtgl/3p kompleksi retrograd hedef
genlerinin promotorlarinda R kutusu denilen sekansa baglanmaktadir. GPD1, CYC1 ve
SUC2 genlerinin promotorlart R-kutusu sekanslar1 i¢in biyoinformatik araglar ile analiz
edildi. GPD1, CYC1 ve SUC2 genlerinin promotor bdlgelerinde ¢ok sayida R-kutusu
sekansi oldugu bulundu. Bu sonuglar hiicrede 6nemli metabolik islevleri olan GPD1,
CYC1 ve SUC2 genlerinin transkripsiyonlarinin apoptoz, otofaji ve retrograd sinyal
mekanizmalarina bagh olarak belirli derecelerde kontrol edildigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Otofaji, Retrograd, GPD1, CYC1, SUC2, S. cerevisiae.
2020, XI1 + 62 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF APOPTOSIS, AUTOPHAGY AND
RETROGRADE TRANSCRIPTION ON THE EXPRESSION OF CYC1, SUC2 AND
GPD1 GENES

Eren TANIK

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

Supervisor: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Apoptosis is a programmed cell death mechanism that allows the cell to eliminate itself
in physiological and pathological conditions. Autophagy, which can be triggered by
starvation or other stimuli, is the recycling of damaged organelles and misfolded proteins
in a double membrane structure called an autophagosome. Retrograde control is the
signaling pathway from the mitochondrion to the nucleus that is activated by
mitochondrial damages and Krebs cycle disturbances. Upon activation by retrograde
signaling, certain transcription factors enter the nucleus and activate the transcription of
mitochondrial genes resulting in the repair of mitochondrial damages. In S. cerevisiae,
GPD1, CYC1, and SUC2 genes encode glycerol-3-phosphate dehydrogenase enzyme,
cytochrome-c isoform-1 protein, and invertase enzyme, respectively. In this study, the
effects of apoptosis, autophagy and retrograde control on the transcription of GPD1,
CYC1, and SUC2 genes were investigated. Activation of apoptosis conditions resulted in
the transcriptional repression of GPD1, CYC1, and SUC2 genes. In autophagy conditions,
while GPD1 gene transcription decreased at low levels in wild yeast strain, CYC1 gene
transcription was not affected. Transcription of SUC2 repressed by 3-fold in autophagy
induced conditions. It was observed that Hoglp and Torlp kinases had different effects
on the transcription of these genes under apoptosis and autophagy conditions. Our results
also indicated that apoptosis conditions completely prevent invertase secretion. However,
autophagy activation did not have severe effects on invertase secretion the yeast cells.
The Rtgl/3p complex, which is the transcription factor of the retrograde control
mechanism, binds to the sequence called R box in the promoters of the retrograde targeted
genes. The promoter regions of the GPD1, CYC1, and SUC2 genes were analyzed for R
box sequences using bioinformatics tools, and multiple R-boxes were identified within
the promoter regions of those genes. Altogether, these results indicate that transcription
of GPD1, CYC1, and SUC2 genes, which have significant metabolic functions in cells,
are controlled at certain levels depending on autophagy, apoptosis, and retrograde
signaling.

Keywords: Apoptosis, Autophagy, Retrograde, GPD1, CYC1, SUC2, S. cerevisiae.
2020, XI1 + 62 pages
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1. GIRIS

GPD1 S. cerevisiae’de gliserol-3-fosfat dehidrojenazi kodlar. Gliserol-3-fosfat
dehidrojenaz, sitoplazmada, daha sonra gliserol sentezinde kullanilacak olan,
dihidroksiaseton fosfattan gliserol-3-fosfat sentezinde rol oynar. Mayanin yiiksek
ozmatik stres altinda biiyiimesini saglar ve redoks dengesini diizenler (Albertyn ve ark.
1994). CYC1 mitokondri zarlar1 arasinda bulunan (Sherman ve ark. 1965, Dumont ve ark.
1991, Sherman 2005), apoptoz sirasinda mitokondriden digari salinan sitokrom-c,
izoform-1 enzimini kodlar. Sitokrom-c, izoform-1 elektron tasinmasinda rol oynar
(Sharonov ve ark. 2005). Mayada bulunan sitokrom-c, izoform-1, insanda bulunan
sitokrom C’nin homologudur. CYC1 glukoz baskilamasi ile kontrol edilmektedir (Treitel
ve Carlson 1995, Olesen ve ark. 1987). Glukoz baskilanmasi ile kontrol edilen bir diger
gen ise SUC2’dir (Carlson ve Botstein, 1982). Glukoz varliginda SUC2 promotoru
niikleozomlar ile kapali haldedir. SUC2 geninden siikroz ve rafinozu hidrolize eden
invertaz enzimi kodlanir (Gascon, 1968. Taussig ve Carlson, 1983). Invertaz enzimi S.
cerevisiae’de iki farkli formda kodlanir. Bir formu sitoplazmada bulunur ve ¢ok az
kodlanir. Diger formu ise glikosillenip hiicre disina sentezlenen fonksiyonel olarak aktif

olan ve hidrolizi gergeklestiren formudur (Gascon, 1968, Trimble ve Maley, 1977).

Apoptoz, otofaji ve retrograd evrimsel olarak korunmus hiicresel sinyal yolaklaridir.
Apoptoz farkli etmenler ile aktive olan programlanmis hiicre 6liim mekanizmasidir. Cok
hiicreli organizmalarda gelisim sirasinda ya da hasarli hiicrelerin organizmadan
uzaklastirilmasinda, tek hiicrelilerde ise kolonilerin yiikiiniin azaltilmasinda avantaj
saglayan bir yoldur. Apoptoz sinyallerinin alinmasindan sonra mitokondriden sitokrom c
salinim1 gergeklesir ve apoptoz baslamis olur (Ludovico ve ark. 2002). Bu mekanizmanin
sonucunda DNA degredasyonu, kromatin yogunlasmasi ve mRNA bozulmasi gibi
morfolojik degisikler olur ve hiicreler oliirler. Hiicre 6liimii sonrasinda hiicreler apoptotik
kesecikler halinde pargalanirlar ve geride hicbir atik birakilmayacak sekilde bu kesecikler
fagositoz ile yok edilerler (Lipponen ve ark. 1994, Wyllie ve ark. 1980). Otofaji ise
kafein, aclik veya istenmeyen bir sekilde protein birikmesi ile uyarilan hiicresel bir yoldur
(Mortimore ve ark. 1996, Vittorini ve ark. 1999). Otofaji, eger sinyaller devam ederse
hiicre 6liimiine sebep olur. Otofaji sinyalleri alindiginda sitoplazmada, sitoplazmay1 ve

organelleri igine alan bir kompleks olan otofagosomlar olusur (Baba ve ark. 1997, Scott


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lipponen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7857705

ve ark. 1997). Daha sonra bu otofagozomlar lizozom ya da vakuol ile birleserek
iclerindeki maddelerle birlikte geri doniistirtiliirler (Klionsky ve Emr 2000). Otofaji de
organizmalarda bir¢ok asamada ve hastalikta rol oynayan bir mekanizmadir. Retrograd
sinyal yolag1 ise programlanmis bir hiicre 6liim mekanizmasi degildir, mitokondrideki
fonksiyon kayiplarina karsi cevap olusturulmasini saglayan bir yoldur. Mitokondride
meydana gelen hasarlar sonucunda sitoplazmadaki Rtg2p proteini bu hasarlari algilayarak
sitoplazmada bulunan, transkripsiyon faktorii olan Rtg3p proteininin kismi bir sekilde
defosforilesyonunu saglar. Bunun sonucunda ise Rtg3p, Rtglp proteini ile kompleks
olustururlar ve niikleusa lokalize olup (Sekito ve ark. 2000), cevap igin gerekli olan
genlerin promotorlarindaki R kutularina baglanarak transkripsiyonlarini gerceklestirler
(Jiave ark. 1997, Liao ve Butow 1993). Retrograd birgok sinyal yolu ile etkilesimde olan
bir yoldur.

GPD1, CYC1 ve SUC2 genlerinin bu siireclerde tam olarak nasil kontrol edildigi
bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinin amaci apoptoz, otofaji ve retrogradin GPD1, CYC1
ve SUC2 genlerinin transkripsiyonlarina etkisini incelemektir. Arastirmada iki yaban tip
sus ve HOG1 ve TOR1 genlerinin mutantlar1 olan suslar kullanildi. Apoptoz sinyalinin
uyarilmasi i¢in asetik asit, otofaji sinyallerinin uyarilmasi i¢in kafein kullanildi. CYC1 ve
SUC2 genlerinin glukoz baskilanmasindan etkilendigi bilindigi i¢in farkli glukoz
konsantrasyonlar1 kullanilarak glukoz baskilamasinin oldugu ve olmadigi ortamlar
hazirlandi. Yaban tip maya susu kullanilarak yapilan ¢aligmalarda baskilama yapmayan
bir karbon kaynagi olarak da galaktoz kullanildi. Protein sekresyonlarini belirlemek i¢in

de invertaz tayin metodu kullanilarak sonuglar kayit edildi.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klionsky%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11099404
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Emr%20SD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11099404

2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Saccharomyces cerevisiae’nin Genom Yapisi ve Onemi

S. cerevisiae mantar aleminin bir iiyesi olan, tomurcuklanarak iireyen ve bir tek hiicreli
okaryot olan maya tiiriidiir. Uzerinde en ¢ok calisilan ve modellemelerde kullanilan, sik¢a
tercih edilen model organizmalardan biridir. Ciinkii S. cerevisiae uygun kosullar altinda,
laboratuvarda hizli ve kolay bir sekilde iiretilebilir, diger model organizmalara gore
tiretilmesi daha ucuzdur, genetik yapisinda kolayca degisiklikler yapilabilir, haploid ve
diploid hiicre tipleri bulunabilir ve mutant izolasyonu kolaydir (Feldman 2012). S.
cerevisiae tzerinde c¢alismalar Okaryotik hiicrelerin ¢alisma mekanizmalarini
aydmlatmistir. Memelilerdeki bircok mekanizmanin ve proteinin karsiliklart ilk dnce
mayada kesfedilmistir. Arastirmalar sonucunda elde edilen veriler islemsel biyolojide de
onemli gelismelere yol agmistir (Duina ve ark. 2014). Gida ve endiistriyel alanlar bagta
olmak iizere, ila¢ sektorii gibi bircok alanda farkli amaclarda kullanilmaktadir. Patojenik

hicbir 6zellik tasimaz, genellikle giivenli olarak kabul edilir (GRAS).

S. cerevisiae’nin genomu tam olarak sekanslanan ilk 6karyottur (Goffeau ve ark. 1996).
S. cerevisiae’nin genomu 24 Nisan 1996’da sekanslanmistir. Sekanslama birgok tilkede
olmak iizere 100 laboratuvarda yapilmis ve bu g¢aligmalarin sonunda Saccharomyces
Genome Database (SGD) kurulmustur. SGD’de sadece S. cerevisiae’nin degil, birgok
maya genomlarmin ¢esitli 6zelliklerinin, makalelerin ve biyoinformatik programlarin
bulundugu bir veri bankasidir (Cherry ve ark. 2012). S. cerevisiae genom 6zellikleri de
aydinlatilmistir (Cizelge 2.1)

S. cerevisiae, haploid ve diploid olmak tizere iki farkli yagsam dongiisiine sahiptir. Haploid
ve diploid maya hiicreleri mitoz boliinme ile ¢cogalirken, diploid maya hiicreleri lireme
kosullar yetersiz oldugunda ya da herhangi bir stres varliginda mayoz béliinme gegirerek,
spor olusturabilirler. Haploid maya hiicrelerinde farkli feromonlara sahip olabilirler,
bunlar a ve a feromonlaridir. Karsilikli olarak a ve a feromonlarimi salgilayan haploid
maya hiicrelerinin reseptorleri ile bunlari algilar, hiicre dongiileri durur ve farkli feromona

sahip haploid kromozom igeren hiicreler birleserek diploid hiicre meydana getirirler.



Diploid hiicreler, mayoz gegirerek farkli genoma sahip bireyler olustururlar. Bu da
evrimsel agidan avantaj saglar. Hem haploid hiicreler hem de diploid hiicreler, glikoz ve
azot kaynaklarmin smirli oldugu durumlarda lifli bir biiylime gosterebilir, biyofilm

olusturabilir veya duragan faza girebilir (Cullen ve Sprague 2012).

Cizelge 2.1. S. cerevisiae’nin genom yapisi ve genom bilesenleri (Olson 1991)

Genom Biiyiikliigii 12.5 Mb + rDNA (rDNA genellikle 1-2 Mb,
oldukca degisken)

Tek Kopya DNA 12.0 Mbg

Genetik Harita Uzunlugu >4300 CM

Kromozom Sayisi 16

Mitokondriyal DNA 75 kb

Ekstrakromozomal Elementler | 2- mikron plazmiti DNAs1, Cift zincirli RNA
viriisleri

Ureme hizlar1 hem suslar hem de ortamlar arasinda biiyiik farkliliklar gosterse de maya
hiicreleri genelde uygun tireme kosullarinda 100 dakikada bir kere boliiniirler. Bir maya

hiicresinin ortalama replikatif Omrii ise 26 hiicre boliinmesi kadardir.

2.2. Saccharomyces cerevisiae’de Apoptozun ve Otofajinin Kontrol Mekanizmalar:

Apoptoz organizmalarda meydana gelen bir programli hiicre 6liimiidiir. Belirli yolaklarin
calismasiyla hiicrelerde niikleer degredasyon, kromatin yogunlasmasi, kromozomal DNA
parcalanmasi, mRNA bozulmas: gibi morfolojik degisiklik olur ve hiicreler bunun
sonucunda oliirler. Apoptoz, organizmaya yasam dongiisii boyunca avantajlar saglayan
kontrollii bir siiregtir. Memeli embriyolarinda parmaklarin ve ayak parmaklarinin
ayrilmasi, bu bolgelerdeki hiicrelerin apoptoza ugramasi ile gerceklesir, bu fizyolojik
apoptoza bir ornektir. Bir diger amag ise viicutta ihtiya¢ duyulmayan, bozuk yapidaki
proteinler birikmis olan, zarar gormiis onarilmasi zor olan (Ornegin DNA almis
hiicrelerin uzaklastirilmasi) ve anormallesmis hiicrelerin yok edilmesidir, bu tiir apoptoza
da patolojik apoptoz ad1 verilir. Apoptoz baslayan bir hiicrede kromatinler ve sitoplazma
yogunlasmaya baglar ve hiicrenin boyutlar1 kiigiilmeye baslar ama hiicre membran
bozulmaz. Apoptoz sonrasinda, apoptoza ugrayan hiicrenin materyali hiicre disina

dagilmaz, hiicre apoptotik cisimler halinde parcalara ayrilir. Apoptotik cisimlerin



ylizeylerinde sinyal verici yapilar vardir. Bu sinyal verici yapilar ile yakinlardaki hiicreler
ile fagosite edilerek ortadan kaldirilirlar (Lipponen ve ark. 1994, Wyllie ve ark. 1980).
Apoptoz sinyal yolagi evrimsel olarak korunmus bir yoldur, insandan tek hiicreli canlilara
kadar organizmalarda bulunur. Saccharomyces cerevisiae’de apoptoz hakkinda birgok
calisma yapilmistir ve ¢ok sayida ekzojen ve endojen tetikleyicinin mayada apoptozu
uyardig1 bulunmustur. Mayada apoptoz kazpazlar araciligi ile ve kaspazdan bagimsiz bir
sekilde apoptozun yiiriitiilmesine katkida bulunan birka¢ mitokondriyal ve niikleer

protein tarafindan gergeklestirilir.

Cok hiicreli organizmalarda apoptoz, bozulmus, organizmanin biitiinliigli i¢in zararl
hiicreleri ortadan kaldirdigi igin yarali bir mekanizmadir. Maya gibi tek hiicreli
organizmalarda ise maya hiicreleri diger maya hiicreleri ile etkilesim halinde olan ¢ok
sayida hiicrenin bulundugu bir toplulugun iiyesidir. Yasli ve hasar gormiis tek hiicreli
organizmalarin 6liimii, ortamdaki kaynaklar1 korur ve 6len hiicreler daha geng ve saglikli
hiicreler icin besinleri, farklilasma molekiillerini ve diger hayatta kalma molekiillerini
serbest birakir (Vachova ve ark. 2005, Fabrizio ve ark. 2004, Herker ve ark. 2004, Laun
ve ark. 2001). Hiicre 6liimiine eslik eden artan ROS {iretimi, populasyonun geri kalani
icin somatik mutasyon olasiligini ve stirekli degisen kosullara uyum saglayabilen genetik
varyantlar artirir. Daha 1yi adapte olan mutantlarin kismen siiperoksit seviyelerine bagh
oldugu gosterilmistir (Fabrizio ve ark. 2004). Ayrica basarisiz ¢iftlesme gibi durumlarda,
ciftlesme tipi feromonlar kiiltiirli iireme sistemi veya bagka sekilde zarar gormiis haploid
hiicrelerden apoptozu tetikleyerek temizler ve diploid durumdaki mayalardan mayoz ile
meydana gelecek haploid mayalar1 daha adaptif kilar (Severin ve ark. 2002, Ahn ve ark.
2005). Yani tek bir hiicrenin 6liimii tiim popiilasyon i¢in faydali olabilir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. S. cerevisiae'de igsel ve dissal 6liim etmenleri (Carmona-Gutierrez ve ark.
2010)

Maya apoptozu, kimyasal veya fiziksel stres seklinde veya Oliimciil sinyal iletim
yollarin bir parcasi olarak proapoptotik proteinlerin heterojen ekspresyonu gibi ¢ok
sayida uyaran ile indiiklenebilir. Hidrojen peroksit ile muamele edilen maya hiicrelerinde,
ROS’un apoptozda merkezi rol oynadigi goriilmiistiir. Bu siirecte, maya kaspaz YCA1 ve
apoptozu indiikleyen faktor-1 (AIF1) gibi cesitli faktorler yer alir (Madeo ve ark. 2002,
Wissing ve ark. 2004). Maya apoptozunu indiikleyen baska bir bilesik ise asetik asittir
(Ludovico ve ark. 2001, Fannjiang ve ark. 2004). Maya hiicreleri asetik asit ile muamele
edilirse mitokondriyal sitokrom c¢ salinimi gerceklesir. Etanol, hipkloréz asit (HOCI),
yiiksek tuz (NaCI), UV ve 1s1 gibi diger ek ajanlar; glikoz, sorbitol, bakir, manganez ve
demir gibi bilesikler toksik konsantrasyonlarda uygulandiginda apoptozu tetikleyebilir
(Carmona-Gutierrez ve ark. 2009). Dogada organizmalar kendilerini patojenik

organizmalardan korumak i¢in de bu organizmalarda apoptozu indiikleyecek, ricin,



ozmotin gibi toksinler tiretirler. Katil maya suslari ise ayn1 ireme ortaminda bulunan ve
kaynaklar i¢in rekabet eden diger tek hiicreli organizmalarda Ycalp aracili apoptozu
indiikleyen bilesikler eksprese ederler (Reiter ve ark. 2005). Antibiyotikler, farmakolojik
ajanlar, antifungal ilaglar maya apoptozunu indiikleyebilir (Almeida ve ark. 2008).
Haploid maya hiicreleri i¢cin de feromonlar, 6zellikle basarisiz ¢iftlesme veya uygun
ciftlesme partnerleri olmadiginda apoptoza neden olur. Feromonun reseptor ile etkilesimi,
Map kinaz-sinyalleme kaskadinin (Ste20p) aktivasyonuna neden olur ve daha sonra hiicre
ici Ca+2 artmasi ve sitokrom ¢ salinimi ile apoptoz gerceklesir (Severin ve ark. 2002,
Pozniakovsky ve ark. 2005). Oksijen metabolizmasinin ve ROS {iretiminin neden oldugu
DNA hasari, replikasyon basarisizligr gibi durumlar ve kromatid kohezyonu, mRNA
ubikuitinasyonu ve stabilitesi (Carmona-Gutierrez ve ark. 2009, Hauptmann ve ark. 2006,
Mazzoni ve ark. 2005) de apoptozu indiikleyebilirler (Sekil 2.2) (Weinberger ve ark.
2005).
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Sekil 2.2. Maya apoptozunda rol oynayan proteinleri ve yolaklar1 gdstermektedir
(Carmona-Gutierrez ve ark. 2010).




Mayadan apoptoz siirecinin diizenlenmesi, ¢ekirdek, mitokondri, lizozom gibi bir¢cok

organel, proteinler, kii¢iik molekiiller ve yollar arasinda etkilesimi gerektirir.

ROS, mayada ve diger organizmalarda bilinen apoptotik yollarin bir¢cogu ile baglantil
onemli hiicre oliimii diizenleyicilerinden biridir. Mitokondriyal solunum zinciri ve
endoplazmik retikulum hiicredeki ROS kaynaklar1 arasindadir. Bir diger apoptoz uyarici
madde de amonyaktik. Maya kolonilerinde disarida salgilanan amonyak koloninin

ortasinda birikerek yasli hiicrelerde apoptozu tetikler (Vachova ve ark. 2005).

Maya en az bir memeli kaspazinin ortologu olan, metakaspaz Ycalp’ye sahiptir. Hiicre
6liimii senaryolarinin ¢ogu Ycalp’ye baghdir (Madeo ve ark. 2002). YCA1 hasar goriirse,
hiicre 6liimii ve apoptozda azalmalar goriiliir. Ycalpi ubikitinasyon kontroliinde, mRNA
stabilitesinde ve DNA replikasyonunun hatali baglamasini takiben apoptozun
baslatilmasinda rol oynar (Carmona-Gutierrez ve ark. 2009, Mazzoni ve ark. 2005,
Weinberger ve ark. 2005). Nmalllp (apoptozun niikleer aracisi), maya apoptozunda rol
oynayan bagka bir proteazdir. NMA111’in silinmesi hiicrede apoptotik belirtecleri
azaltirken fazla sentezlenmesi de hiicreyi apoptoza gétiiriir. Nmal 1 1p, ¢cekirdekte bulunur
ve hiicreleri serin proteaz aktivitesi ile 6ldiiriir (Fahrenkrog ve ark. 2004). Nmalllp,
sitoplazmaya ve niikleusa lokaliza olan apoptoz inhibitdr proteini olan Birlp’yi parcalar
ve bu da apoptoz oranini artirir (Walter ve ark. 2006). Eger hiicrede Birlp ¢ok eksprese
edilirse apoptoz baskilanir. Bir diger niikleer faktor de dsSDNA endo/eksoniikleaz Tat-
D'dir. Tat-D asir1 eksprese edilirse hiicre apoptoza gider (Qiu ve ark. 2005). Memelilerde
kaspazdan bagimsiz, NADH oksidaz aktivitesine sahip bir flavoprotein olan ve
mitokondri intermembran boslugunda bulunun apoptoz indiikleyen faktor (AIF) bulunur.
Maya hiicrelerinde de bir AIF homologu bulunur. AIF delesyonu, hiicrede hidrojen
peroksite ve asetata maruz kalma durumunda ve yaslanma sirasinda hiicrelerin daha uzun
siire sag kalmasmi saglar (Wissing ve ark. 2004). Mitokondrideki NADH’nin
oksidasyonunu kataliz eden ve mitokondrinin i¢ zarina lokalize olan NADH dehidrojenaz
Ndilp, mayay1 apoptoza siiriikleyen baska bir proteindir. Ndilp’yi kodlayan NDII’in
silinmesi ROS iiretimini azaltir ve yasam siiresini uzatir (Li ve ark. 2006). Solunum

zincirinde 6nemli yeri olan mitokondriyel protein sitokrom c, memelilerde, apoptozda



kaspaz-9'un aktivasyonunda rol oynar (Ludovico ve ark. 2002). Nuclp, apoptozu
indiikleyen ve mitokondride bulunan baska bir faktordiir. Apoptoz sinyali iizerine
cekirdege tasinir (Buttner ve ark. 2007). Mitokondriyel pargalanma apoptoz
indiiksiyonunda bir nedendir ve memelilerde bu olay dinamine bagli protein-1 (Drpl)
tarafindan kontrol edilir. Mitokondriyal par¢calanma maya hiicreleri i¢in de 6nemlidir ve
Drp1’nin mayadaki homologu Dnm1p’dir. Dnm1p, mitokondriyal par¢alanmadan 6nce

apoptozu tesvik eder (Fannjiang ve ark. 2004).

2.3 Saccharomyces cerevisiae’de Otofajinin Genel Ozellikleri

Otofaji tiim Okaryotik hiicrelerde gergeklesen, hiicre i¢inde biriken maddelerin ya da
organellerin geri doniistiiriilmek {izere lizozoma veya vakuole iletildigi, bu siirecte
hiicrenin i¢inde zarlarin yeniden diizenlendigi ve bircok kinazla, fosfotazla, guanozin
trifosfatazla diizenlenen bir hiicresel mekanizmadir. Okaryotik canlilarin gelisim
asamalarinda, yaslanmada, hiicresel Oliimde, hastaliklarda, protein birikmelerinde ve
besin yoklugunda rol alan bir hiicresel yanittir (Mortimore ve ark. 1996, Vittorini ve ark.
1999). Aclik kosullarinda ya da hiicrenin normal fizyolojik kosullarinda gereksiz protein
veya organeller, vakuole veya 6nemli bozunma organeli olan, hiicre i¢i bilesenleri
parcalayabilen hidrolazlar iceren lizozoma tasinir ve sitosolde tekrar kullanilmak tizere

geri dontistiiriiliir (Dunn ve Trends 1994, Kim ve ark. 2000).

Otofajide hiicre i¢ci membranlar morfolojik degisikliklere ugrar (Kim ve ark. 2000,
Klionsky ve ark. 1999). Bu morfolojik degisklikler sonucunda ortadan kaldirilacak
proteinler veya organeller, mayada otofagosomlar icine, memeli organizmalarin
hiicrelerinde ise otofajik vakuoller i¢inde biriktirilir ve pargalanir. Otofagosomlar da
otofajik vakuoller de ¢ift membranl vezikiillerdir (Sekil 2.3). Otofoji aglik kosullari
altinda indiiklenir ama besin agisindan zengin kosullar altinda da ¢alistig1 gosterilmistir

(Baba ve ark. 1997, Scott ve ark. 1997).

Tor kontroliinde gergeklesen bir sinyal ile ger¢ceklesen otofajiyi gosteren sematik model:
1) Otofajinin indiiksiyonu. 2) Cift membranli olan otofagosom olusumu ve sitosol ile

birlikte organellerin (bu semada mitokondri tasvir ediliyor) otofagosomun iginde



biriktirilmesi. 3) Otofagosom olusumu tamamlandiginda cisim lizozom veya vakuol ile
kenetlenir (bu semada vakuol ile kenetlenmesi tasvir ediliyor). Otofagosomun dig zarinin
vakuol ile fiizyonu gerceklesir, i¢ zar1 vakuol icine salinir. 4) I¢ zarm olusturdugu yapiya
otofajik viicut denir. Vakuol i¢inde otofajik cisim hidrolize edilir ve geri doniistiirtiliir

(Sekil 2.3) (Klionsky ve Emr 2000).
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Sekil 2.3. S. cerevisiae’de otofaji siireci (Klionsky ve Emr 2000).

Spesifik olmayan otofaji, besin acisindan zengin olmayan durumlarda aktive edilir yani
asil nedeni acliktir. Otofaji hem gelisimsel hem de beslenme agisindan diizenlenebilir.
Memeli hiicrelerinde, Ribozomal protein S6’nin mTOR kinaz ile fosforilasyonu
gerceklestirilip aktive edilmesiyle makrootofaji inhibe edilir. Rapamisin mTOR’u
inaktive eder. Rapamisin ile mTOR’un inaktive edilmesi, Ribozomal protein S6’nin
forforilasyonunun inhibisyonudur. Bdylece besin acgisindan zengin olan kosullarda bile
otofaji indiiklenebilir (Blommaart ve ark. 1995, Thomas ve ark. 1997, Brown 1995).
Otofaji mayada da TOR2’nin rapamisin ile inhibe edilimesi ile indiiklenebilir (Noda ve
Ohsumi 1998). Mayada ve memelilerde protein fosfataz 2A otofajiyi aktive eder. TOR2,
Tap42’nin protein fosfataz 2A (PP2A) ile etkilesime girmesine neden olur. Bdylece
PP2A’nin aktivitesinde azalma gerceklesir (Beck ve Hall, 1999). TOR2’nin inhibe
edilmesi, PP2A’nin aktivasyonuna ve otofajinin de indiiklenmesine sebep olur. PP2A ile

beraber diger fosfatazlar da otofajinin diizenlenmesinde rol oynar (Kamada ve ark. 2000).
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Otofaji uyarildiktan sonra, sitosolde, hiicrenin sitoplazma bilesenlerini biriktirecek cift
zarli bir vezikiil olusmaya baslar. Memeli hiicrelerinde bu zarin kdkeni endoplazmik
retikulum oldugu diisiiniilmektedir ama kdkeni tam olarak bilinmemektedir (Dunn 1990).
Vezikiil i¢cinde biriktirme (sekestrasyon) GTPazlar, fosfatidilinositol kinazlar ve birgok

farkli fosfatazlar ile yogun bir sekilde diizenlenir.

Vakuol ile otofagosom fiizyonu i¢in birgok protein gereklidir. Bunlar vakuolar sintaksin
homolog Vam3p ve SNAP-25 homolog Vam7p basta olmak tizere fiizyon bilesenleridir
(Darsow ve ark. 1997, Sato ve ark. 1998). Diizenleyici GTPaz, Ypt7 (Kim ve ark. 1999)
ve C smifi Vps protein kompleksi (Scott ve ark. 1997, Rieder ve ark. 1997, Seals ve ark.

2000) otofagosomun vakuol ile etkili fiizyonu icin gereklidir.

Otofajinin iki tiirii vardir. Birincisi spesifik olmayan, otofagosomun i¢inde sitoplazma ile
organel ya da proteinlerin rastgele bir sekilde biriktigi secici olmayan yoldur. ikincisi ise
spesifik bir organelin, se¢ici olmayan otofajiye gore nispeten daha az sitoplazma ile
otofagosom i¢ine alindig1 segici otofajidir. Bu otofagosomlarin sekilleri i¢lerinde biriken
organellere benzer. Organellerin taninmasinin temeli belirsizdir ama spesifik kofaktorler
taninmistir. Cvt yolu, mitofaji ve retiikulofaji bu se¢ici otofaji tiirlerinden bazilarindandir.

Secici otofaji tiirleri i¢in Atgl1 gereklidir (Sekil 2.4).

Cvt yolu (cytoplazma-vakuol targeting) en iyi karakterize edilen segici otofaji tiiriidiir.
Iki hidrolazin dogrudan sitoplazmadan olgun formlarina enzimatik olarak islendikleri
vakuole tasinmasindan sorumlu olan, biyosentetik bir yoldur ve besin agisindan zengin
kosullar altinda ¢alisir (Scott ve ark. 1997). Cvt kompleksinin ana bileseni olan preApel
sentezlenir ve kompleksin ¢ekirdek yapisini olusturmak i¢in oligomerize edilip
birlestirilir (Baba ve ark. 1997, Oda ve ark. 1996). Cvt kompleksi Apel’in yaninda, Tyl
viriisii benzeri yapilar ve vakuolar mannozidaz igerir (Shintani ve ark. 2002, Suzuki ve
ark. 2002). Mayada Ty1 viriislerinin iirettigi Tyl VLP’ler, Apel kompleksinin etrafinda
birikirler (Suzuki ve ark. 2011). CVT kompleksinin organizasyonu i¢in Atgl9 ve Atg34
reseptorleri gereklidir (Watanabe ve ark. 2010). Atgl9, Apel kompleksi ve Tyl
VLP’lerinin birbiri ile etkilesmesi i¢in gereklidir. A¢lik sirasinda, Atgl9 veya Atg34,

vakuolar mannozidazin Cvt kompleksine hedefler (Suzuki ve ark. 2010). Cvt kompleksi
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de boylece kargo ad1 verilen prApel, Amsl ve Tyl VLP’den ve reseptdr olan Atgl9 ve

Atg34°den olusur. Daha sonra kompleks vakuole taginir.
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Sekil 2.4. S. cerevisiae’de otofaji ve otofagozom diizenlenmesi. A) Otofajinin
Diizenlenmesi, B) Otofagosomun Olusturulmasi, C) Otofagosomun Boyutunun
Diizenlenmesi (Klionsky ve Emr 2000).

Mitofaji, hasar gérmiis mitokondrilerin ortadan kaldirilmasi olan, mitokondriye 6zgii
otofaji tlirtidiir. Mitofaji, aerobik kosullarda biiyiitiilen hiicrelerin azot aglig1 olan ortama
aktarildiklarinda ortaya ¢ikar. Mitofaji i¢in spesifik olarak Atgll ve Atg32 proteinleri
gereklidir (Kanki ve ark. 2008). Atg32, mitokondrinin dis membranina baglanir ve Atg8
ve Atgll ile etkilesime girerek mitokondriyal sekestraasyon ig¢in secicilik saglar
(Okamoto ve ark. 2009, Kanki ve ark. 2009). Mitofaji uyarildiginda Atg32, Hogl ve Pbs2
tarafindan fosforile edilir ve Atg32’nin fosforile edilmis hali Atgl1 ile baglanir (Aoki ve
ark. 2011). Daha sonra otofagosom ile vakuole iletilir.
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Retikulofaji, endoplazmik retikuluma (ER) 6zgii secici otofajidir. Aglik iizerine veya ER
stresi lizerine indiiklenen iki tiirii vardir. Aclik ile indiiklenmis otofajide otofagosomlarda
sadece ER fragmanlar1 gozlenirken, ER stresi ile indiiklenmis otofajide, ¢ift membranl
vezikiiller i¢lerinde ¢ok katmanli yapilar gosterdigi i¢in, ER’nin en azindan bu tip
otofajide otofagosomlarin kaynagi oldugu diisiiniiliiyor (Bernales ve ark. 2006, Bernales
ve ark. 2007). Iki retikulofaji tipinde farkli Atg proteinleri rol oynar: Aglik ile
indiiklenmis retikulofaji Atgl6’ya baghdir (Hamasaki ve ark. 2005) ama Atg5 ve
Atgl2’yi gerektirmez (Mijaljica ve ark. 2006). ER stresi ile indiiklenmis retikulofaji ise
Atg8 (Bernales ve ark. 2006), Atg5 (Ogata ve ark. 2006), Atgl ve Atgl2 (Yorimitsu ve
ark. 2006) ve muhtemelen Atgl9 ve Atg20’ye baglidir (Bernales ve ark. 2006).

2.4. Saccharomyces Cerevisiae’da Retrograd Sinyalin Kontrol Mekanizmasi ve
Genel Ozellikleri

Retrograd Sinyali, normal ve patafizyolojik kosullarda mitokondriden ¢ekirdege dogru
olan bir sinyal yoludur. Bu sinyal yolu, memelilerde ve Saccharomyces cerevisiae’de
calisilmigtir. En iyi aydinlatilan yok mayadaki retrograd sinyal yoludur. Mitokondri kendi
genomuna sahip olsa da kendisi i¢in gerekli olan faktorlerin ¢ogunu kendisi saglayamaz
ve bu faktorler ¢ekirdek tarafindan kodlanirlar. Mitokondride olan kusurlar sonucunda,
bu kusurlar1 algilayan ve algilayan bir¢ok faktor, sinyali niikleusa iletir. Hiicreler
organelin fonksiyonundaki degisikliklere ¢ekirdekteki gen ekspresyon seviyelerini
degismesi ile tepki verirler ve bu tepki mitokondrideki bu kusurlarin onarilmasi ile
sonuglanir. Retrograd diizenlemesi, besin algilamada, metabolik ve organel
homeostazinda, biiyiime kontrolii ve yaslanmada rol oynayan c¢ok yonlii bir sinyal
yoludur. Retrograd sinyal yolu, sinyal iletimini ger¢eklestiren molekiiler mekanizmalar

bakimindan degisiklik gosterse de evrimsel olarak korunmus bir yoldur.

Retrograd yolagmin ilk bulunan hedefi, sitrat sentazin peroksizomal izoformunu
kodlayan CIT2’dir (Liao ve ark. 1991). Mitokondriyal DNA’s1 (mtDNA) olmayan
hiicrelerde (p° petite) veya mitokondriyal fonksiyonlari bozulmus hiicrelerde CIT2

ekspresyonu 30 kat artar (Liao ve ark. 1991). CIT2’nin diizenlenmesinde birden fazla
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pozitif ve negatif regiilator vardir (Sekil 2.5) (Jia ve ark. 1997, Liao ve Butow 1993, Liu
ve ark. 2001, Liu ve ark. 2005, Sekito ve ark. 2002)
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Sekil 2.5. S. cerevisiae'de RTG yolunun diizenlenmesi (Liu ve Butow 2006).

Retrograd cevap yonunun pozitif diizenleyicileri mavi, negatif diizenleyicileri kirmizi
olarak gosterilmistir. RTG yolunun aktivasyonu, mitokondriyel hasarlari onarip, glutamat
seviyesinde artisa sebep olabilir. Glutamat seviyelerindeki artts RTG sinyalinin
baskilanmasina sebep olur. Glutamat ve glutamin SPS amino asit algilama reseptorii

tarafindan algilanir ve Rtg2p inhibe edilir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. S. cerevisiae’de RTG bagimli retrograd yol (Liu ve Butow 2006).

RTG yolunun bilinen dort tane pozitif regiilatorii vardir. Bunlar Rtglp, Rtg3p, Rtg2p ve
Grrlp’dir. RTG1 ve RTG3 genlerinden kodlanan bu proteinler heterodimer olustururlar.
Bu heterodimer Rtgl/3p kompleksi hedef genlerin promotorlarina baglanir ve genlerin
ekspresyonunu indiiklerler. Kompleksin transkripsiyonel aktivaston alani Rtg3p’nin
igerisinde bulunur (Rothermel ve ark. 1997). E kutusu (Massari ve Murre 2000) denilen
CANNTG selansina baglanan ¢ogu bHLH tipi transkripsiyon faktoriiniin aksine, Rtgl/3p
kompleksi, R kutusu (Jia ve ark. 1997, Liao ve Butow 1993) denilen, GTCAC sekansina
baglanir ve hedef genler aktive edilir. Rtg3p bir fosfoproteindir, oysa Rtglp fosfoprotein
degildir. Rtg3p’nin aktivasyonu, kismi defosforilasyonuyla ve Rtglp ile niikleer
translokasyonu ile iligkilidir (Sekito ve ark. 2000). Rtg2p, N- terminal ATP baglama
alanina sahip olan, sitoplazmada bulunan bir proteindir (Bork ve ark. 1992, Koonin 1994).
Rtg2p’nin ATP baglanma bolgesi, islevi icin gereklidir. Rtgl/3p’nin niikleer
traslokasyonu i¢in Rtg2p gereklidir (Liu ve ark. 2003). Rtg2p mitokondri hasarlarini,
membran potansiyalindeki azalmalari algilayip Rtgl/3p kompleksini aktive eder. Grrlp,
negatif bir diizenletici olan Mkslp’ye ubikitinin konjugasyonunda ve bdylece

inhibisyonunda rol oynar (Liu ve ark. 2005). Hiicrede genis Mkslp havuzu, Mkslp-
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Bmh1/2p ve Mkslp-Rtg2p kompleksleri arasindaki gegisin verimliligini azaltir. Grrlp,

bu Mks1p havuzunu daraltarak retrogradi pozitif olarak diizenler.

RTG yolunun bilinen ii¢ tane negatif regiilatorii vardir. Bunlar Mks1p, Lst8p ve 14-3-3
Proteinlerdir. Rtg3p, defosforilasyonu sonucu aktiflesir. Mkslp’nin goérevi Rtg3p’nin
fosforilasyonunu tesvik etmek ve boylece Rtgl/3p’nin niikleer transkripsiyonunu inhibe
ederek, RTG yonunu negatif olarak diizenlemektir (Dilova ve ark. 2004, Sekito ve ark.
2002). Mksl1p, Rtg2p tarafindan da inhibe edilmektedir. Lst8p, TORC1 ve TORC2’nin
ayrilmaz bir bilesenidir (Loewith ve ark. 2002, Reinke ve ark. 2004, Wedeman ve ark.
2003). Mkslp ile Rtgl/3p’yi inhibe ederek RTG yolunu negatif olarak diizenler. Rtg2p
tarafinda inhibe edilebilir (Chen ve Kaiser 2003, Liu ve ark. 2001). 14-3-3 Proteinler,
Bmhlp ve Bmh2p proteinleridir. Mkslp’nin Grrlp tarafindan ubikitinlenmesini
engellerler (Liu ve ark. 2003, Liu ve ark. 2005). BMH1 ve BMH2 tarafindan kodlanirlar.
Bmhlp, hiicrede Bmh2p’ye gore daha fazla bulunur (Gelperin ve ark. 1995). Bmh1/2p,
Rtg3p’ye baglanarak onu inhibe halde tuttugu diistiniilmektedir (Van Heusden ve
Steensma 2001).

Iki grup retrograd hedef genleri vardir. Bunlar saglam bir retrograd cevap olusturan CIT2,
DLD3 genleri ve belirgin bir cevap olusturmayan birka¢ krebs dongiisii genleridir
(Chelstowska ve ark. 1999, Liao ve Butow 1993, Liao ve ark. 1991, Liu ve Butow 1999).
Rtg1p ve Rtg3p CIT2 nin promotor bolgesindeki R kutusuna baglanmak i¢in heterodimer
olustururlar (Jia ve ark. 1997, Massari ve Murre 2000). CIT2 glikoksilat dongiisiinde,
sitrat sentazin peroksizomal izoformunu kodlar. Sitrat sentaz maya hiicrelerinde tek
karbon kaynag: olarak asetat ve etanol gibi iki karbon bilesigini kullanmasin1 saglar.
Diger glikosilat dongiisii genleri retrograd yanit ile diizenlenmezler. DLD3’{in retrograd

ile kodlanmasi i¢in fizyolojik fonksiyonu bilinmemektedir.

Krebs dongiisiinde gorev yapan RTG hedef genlerinin, yani CIT1’in (sitrat sentazin
mitokondriyel izoformu), ACOLl’in(Akonitazi kodlar) ve IDH1/2’nin (NAD+ bagimli
izositrat dehidrojenazi kodlar) seviyeleri p° hiicrelerinde yiikselmez (Liu ve Butow 1999).
Mitokondri disfonksiyonu olan hiicrelerde bu genlerin kontrolii Rtgl/3p’ye gecer. Bu

diizeltme ile TCA dongiisiiniin iki 6nemli islevi olan ATP saglanir ve anabolik biyosentez
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icin metabolik ara iirlin tretilir. Mitokondriyel DNA’s1 olmayan hiicrelerde, krebs
dongiisiindeki suksinattan oksaloasetik asite kadar olan asama calismaz ama krebs
dongiisiiniin geri kalaninda biyosentez i¢in metabolik ara maddeler iiretilmeye devam
eder. Buradaki metabolik ara maddelerin iiretimi Rtgl/3p’nin kontrolii altindadir ve

glutamat, lizin gibi liriinlerin biyosentezi devam ettirilir.

Mitokondrilerinde fonksiyon kaybi olan hiicrelerde, asetil-COA ve sitrat saglayacak
(anaplerotik) yollarda yer alan genlerin yiiksek ekspresyonu olur (Epstein ve ark. 2001).
Retrograd yanit, krebs dongiisiindeki enzimleri kodlayan genlerdeki kusurlarla da
indiiklenebilir (Chelstowska ve Butow 1995). Peroksizom seviyelerinde artis gergeklesir
ve dolayisiyla yag asidi oksidasyonu ve asetil-CoA {retimi artar. Sitosolik piruvat
karboksilaz1 yiiksek diizeyde kodlanmasi ile piruvattan oksaloasetat (OAA) liretimi artar.
CIT2’nin artan ekspresyonu, asetil-Coa ve oksaloasetattan sitrat tiretimini arttirir. RTG
yolu, RTG hedef geni ACO1’in diizenlenmesi yoluyla mtDNA bakimini etkiler, boylece
retrograd cevap ile mitokondriyal biyogenez baslar (Sekil 2.7) (Chen ve ark. 2005).
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Sekil 2.7. S. cerevisiae’de RTG bagimli ve RTG bagimsiz retrograd yollar (Kasai ve
ark. 2019)

Mitokondriyal disfonksiyonun sonuglarmin transkripsiyonel profili, retrograd-duyarl

genlerin timiiniin RTG genleri tarafindan diizenlenmedigini ortaya koydu. Bu smif
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arasinda, plazma zarina lokalize edilmis varsayilan bir dig amonyum tasiyiciy1 kodlayan

ATO3 bulunmaktadir.

RTG sinyallemesinin negatif bir diizenleyicisi olarak tanimlanan Lst8p, mayada TOR
kinaz komplekslerinde tespit edilmistir (Wullschleger ve ark. 2006). Mayada rapamisine
duyarli TORC1 komplesi ve rapamisine duyarsiz TORC2 olmak iizere, iki farkli TOR
kinaz kompleksi vardir (Loewith ve ark. 2002, Reinke ve ark. 2004, Wedeman ve ark.
2003). Rapamisin ile muamele edilen hiicrelerde RTG hedefli genlerin ekspresyonlarinda
artis gozlenmesi TOR sinyallerinin RTG yolagina dahil oldugunu gosterir (Komeili ve
ark. 2000, Shamji ve ark. 2000). TORCI, Rtg2p’yi inhibe edip, Mkslp-Bmhl/2p
kompleksini uyardig: i¢in retrogradi negatif olarak diizenler. Rapamisin tedavisi TOR u
bloke ederek Rtg2p’nin aktiflesmesine ve retrogradin pozitif olarak diizenlenmesine
sebep olabilir (Komeili ve ark. 2000, Liu ve ark. 2001). Ayrica TOR, azot algilamasi
olmak iizere besin algilamast ile ilgili oldugundan, Glutamin varliginin TOR tarafindan
algilanmas1 ile Rtgl/3p’nin inhibe edildigi diisliniilmektedir. Ayrica hiicre disindaki
glutamat ve glutamin de plazma zarindaki SPS amino asit algilama reseptorii tarafindan
algilanir ve Rtg2p inhibe edilir. TORC1 Rtg2p negatif olarak diizenlerken, Mkslp’yi
pozitif olarak diizenler (Jazwinski 2013). Glutamat, galutamin ile birlikte, biyosentetik
reaksiyonlarda kullanilan tiim azotu saglar (Magasanik ve Kaiser 2002). Bu nedenle
hiicrede glutamat belirli bir seviyede tutulmalidir. Bu sebeple RTG yolunun ana
islevlerinden bir tanesi, biyosentetik reaksiyonlar i¢in azot kaynagi talebini karsilamak
izere glutamat sentezi i¢in yeterli a-ketoglutamat seviyesinin yapilmasini saglamaktir.

Retrogradin yaslanma ile de iligkisi vardir. MtDNA’sin1 kaybetmis maya hiicrelerinde
retrograd yol calismaya baglayarak mayanin yasam siiresini uzatir (Kirchman ve ark.
1999). Hasarl1 da olsa mtDNA varliginda solunum zincirindeki yetersizlikler mitokondri
membran potansiyelinde azalmaya yol acar. Bu mitokondri membran potansiyeli Rtg2p
tarafindan algilanir ve RTG yolu aktive olur. Serbest Rtg2p proteinleri kromozom dis1
ribozomal DNA ¢emberi (ERC) birikimini baskilar. ERC’nin baskilanmasi ile retrograd
yanit mayanin replikatif yasam siiresinde artisa sebep olur. MtDNA kayb1 ERC seviyesini
arttirir (Conrad-Webb ve Butow 1995) ve mtDNA'larin1 kaybetmis maya hiicrelerinde
mitokondri membran potansiyeli ¢cok diisliktiir. Bu sebeple hiicredeki neredeyse tiim

Rtg2p proteinleri retrograd sinyallemeye dahil olur ve ERC bastirmak igin hiicrede yeterli
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protein bulunmaz. Ama ERC’lerin birikmesi replikatif yasam siiresini kisaltamaz ¢ilinkii
mevcut Rtg2p havuzunun retrograd sinyallemeye dahil olmas1 zararl etkileri daha ¢ok

telafi eder ve replikatif yasam siiresini uzatir (Jazwinski 2013).

2.5. GPD1 Geninin Yapisal Ozellikleri ve Kontrol Mekanizmasi

GPD1, ozmotik stres altinda biiylime i¢in gerekli olan gliserol sentezinin enzimi olan
NAD’a bagh gliserol-3-fosfat dehidrojenaz’1 kodlar; yiiksek ozmolariteye karsi gliserol
sentezi yolu ile ekspresyonu gerceklestirilir. GPD1 ekspresyonu HOG yolu ve alternatif
yollarla tarafindan kontrol edilir. Hem NaCl hem de siikroz GPD1 mRNA seviyelerinde
keskin bir artisa neden olur (Albertyn ve ark. 1994). GPD1, protein kinazlar olan Ypk1p
ve Ypk2p tarafindan fosforlanir, fosforilasyon sonrasinda inaktif olur,

defosforilasyonundan sonra genin katalitik aktivitesi artar.

Yiiksek osmolarite stresine yanit olarak hiicre ici gliserol birikiminde rol oynayan NAD
bagimli gliserol-3-fosfat dehidrojenaz enzimi, sitoplazma ve peroksizomlarda lokalize
olur. GPD1 esansiyel degildir. GPD1’i ¢ikartilmis mutantlarda etanol birikiminde artis,
gliserol birikiminde ise azalma goriiliir. GPD1’in asir1 ekspresyonu hiicre i¢inde gliserol,

biitan-2,3-diol, asetat, asetoin seviyelerinin artmasina sebep olur.

Saccharomyces cerevisiae, bir redoksneutral islemi olarak, sekeri etanole fermente eder
ve bu sirada bir yan iriin olan gliserol olusur. Gliserol iiretilirken NADH tiiketilir.
Gliserol olusumunun rolii, anaerobik kosullar altinda sitoplazmadaki redoks dengesini
korumaktir. Gliseroliin bir diger gbérevi maya hiicrelerinde osmoregiilasyondur, ¢dziinen
olarak rol oynar. Hiicre disinda su konsantrasyonunun azalmasi sirasinda S.cerevisiae,
gliserol sentezini biiylik 6l¢ekte arttirir. GPD1 osmoregiilasyon sirasinda gliserol birikimi
icin Onemlidir. GPDZ1’in ozmotik indiksiyonu, spesifik bir sinyal yolu ile

transkripsiyonel seviyede gergeklesir (Nevoigt ve Stahl 1996).
Maya ve cok hiicreli 6karyotlarda, diizenlemeleri ve efektorleri farkl, iki ayri kompleks

olan TORCI ve TORC2’de TOR kinazlar bulunur (Loewith ve ark. 2011). GPD1,
TORC2’ye bagli olan Ypklp ve Ypk2p kinazlarmin hedefidir. Ypklp, GPD1’i
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fosforlayarak inaktif eder. Ypk1’in yiiksek NaClI konsantrasyonlarinda TORC2’ye bagh
fosforilasyonu durur. Ypkl’in inaktif olmasi, GPDZ1’in defosforilasyonuna ve
aktivasyonuna sebep olur. Bu da gliserol sentezinin artmasini ve iyilesmeyi hizlandirir
(Lee ve ark. 2012). Ypklp mutasyonu GPD1 fosforilasyonunu 6nlemez. Ypkl ve Ypk2
kinazlar1 birbirleri ile yakindan iligkili oldugundan Ypkl’de mutasyon olsa da Ypk2
GPD1 fosforilasyonuna katkida bulunur.

Sitoplazmadaki gliserol-3-fosfat dehidrojenazlarin, dihidroksiaseton fosfatin NADH’ye
bagli olarak gliserol-3-fosfata indirgenmesi reaksiyonu okaryotlarda korunan yiiksek
ozmolariteye uyum i¢in gliserol liretimi yolaginin ilk adimidir ve bu yol hiicre biiylimesi
i¢in 6nemlidir. GPD {istsel biiylime sirasinda, glikoliz sonucu siiretilen NADHyi yeniden
oksitleyerek hiicresel redoks dengesini korur (Ansell ve ark. 1997, Bjorkqvist ve ark.

1997). Bu yol tarafindan {iretilen gliserol yiiksek ozmolaritede hiicre i¢inde birikir.

GPD1 ayrica kalori kisitlamasinin sebep oldugu yasam Omriinii uzatabilecek
mitokondriyel NADH yoluna katilabilir (Easlon ve ark. 2008.) ve toksik metabolik yan
tirtin metilglikoksal birikimini azaltmada da gdrev yapar (Aguilera ve ark, 2004). GPD2,
GPDZY’in paralogudur. GPD2 hem sitosol hem de mitokondriye lokalize olurken GPD1
hem sitozol hem de peroksizomlarda bulunur (Jung ve ark, 2010, Valadi ve ark, 2004).

GPDX1’in S.cerevisiae’deki sistematik adi YDLO022W’dir. Dordiincii kromozomun
411825 ve 413000 niikleotitleri arasinda kalan bolgedir. GPD1’den kodlanan enzim olan
gliserol-3-fosfat dehidrojenaz’in yar1 6mrii 24,5 saattir (Cristiano ve ark. 2014). GPD1
transkripsiyonunu kontrol eden faktorler de biiyiik cogunlukla belirlenmistir (Sekil 2.8)
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Sekil 2.8. GPD1 geni transkripsiyonunu kontrol eden transkripsiyon faktorleri (SGD).

2.6. CYC1 Geninin Yapisal Ozellikleri ve Kontrol Mekanizmasi

S. cerevisiae’de ilk tanimlanan gen CYC1 genidir ve ayn1 zamanda bu gen Okaryotik
organizmalarda ilk tanmimlanan gendir (Sherman ve ark. 1965). CYC1l geni S.
cerevisiae’de J kromozomu olarak adlandirilan 10. Kromozomda ve 526335 ve 526664
niikleotitleri arasinda yer alir. CYC1 geninde intron bulunmamaktadir. CYC7, CYC1’in
paralogudur. Genin uzunlugu 330 baz giftidir. S. cerevisiae CYC1 geni insan CYCL1 ile
homologdur ve hiperglisemiyi incelemek i¢in kullanilmigtir. CYC1’in S. cerevisiae’daki
sistematik adi YJR048w’dir. CYC1 esansiyel degildir. Bu gen olmayan mayalar 3-
klorolaktik asite direng gosterir ve fermente edilemeyen karbon kaynaklari iizerinde
biiyliyemez (Sherman ve ark. 1965, Sherman ve ark. 1974), prolin, amonyum, glutamin
gibi azot kaynaklarmi ise mutant olmayan mayalara gore daha az kullanir, biiylime

ortaminda rekabetleri azalmistir.

CYC1 geninin transkripsiyonu aerobik sartlar, demir iyonlar1 ve glukoz baskilamasi ile

diizenlenir. CYC1 transkripsiyonu oksijen, demir ve laktat ile indiiklenirken, glikoz
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tarafindan baskilanir (Hortner ve ark. 1982, Guarente ve Mason 1983, Boss ve ark. 1980,
Guarente ve ark. 1984). Genin promotor bdlgesindeki transkripsiyonel kontrol bolgelerini
belirlemek i¢in yapilan delesyon analizleri sonucu, UAS1 (Upstream Activion Sequence-
1) ve UAS2 olarak adlandirilan, iki farkli kontrol sekans1 belirlenmistir (Guarente ve ark.
1984). UAS2 bolgesine demir ve oksijen varliginda CYC1 transkripsiyonunu aktive eden,
Hap2p/Hap3p adi verilen transkripsiyon faktorleri kompleksi baglanir (Forsburg ve
Guarente 1989). CYC1 transkripsiyonu dolayli olarak glukoz ile baskilanabilir. Glukoz
varhiginda CYC1 transkripsiyonunda aktivator olarak gorev yapan HAP4, Miglp
tarafindan baskilanir ve bu sebeple CYC1 geninin transkripsiyonu baskilanir (Treitel ve
Carlson 1995, Olesen ve ark. 1987). CYC1, Cytochrome C, isoform 1 veya iso-1-
cytochrome c olarak da adlandirilir (Sherman ve ark. 1966). CYC1 proteini olan Cyclp’in
yart omrii 6.6 saattir (Cristiano ve ark. 2014). Protein 109 amino asit uzunlugunda,
12190.2 Da agirhigindadir ve izoelektrik noktast 9.96’dir. Cyclp mitokondrinin
membranlar1 arasindaki bosluklarda ve mitokondrinin kristalarinda yogun bir sekilde
bulunur, membranlara ya da kristalara bagli degildir, bu bolgelerde hareket eder
(Sherman ve ark. 1965, Dumont ve ark. 1991, Sherman 2005). Cyclp elektron tagima
sisteminde ubikinon-sitokrom ¢ oksidorediiktazdan sitokrom c¢ oksidaza elektron tasir.
Cyclp’in bir diger gorevi apoptoz i¢in sinyal aldiginda mitokondriden salinir ve
prokazpazlarin aktivasyonunu saglar (Sharonov ve ark. 2005). CYC1 transkripsiyonunu

kontrol eden faktdrler de belirlenmistir ve SGD veritabaninda verilmistir (Sekil 2.9)
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Sekil 2.9. CYC1 geni transkripsiyonunu kontrol eden transkripsiyon faktérleri (SGD).

2.7. SUC2 Geninin Yapisal Ozellikleri ve Kontrol Mekanizmasi

SUC2 geni, hem disakkarit olan siikrozu glikoz ve fruktoza, hem de bir trisakkarit olan
rafinozu fruktoz ve melibiyoza hidrolize eden “beta-fruktofuranosidaz”, ‘beta-
fruktosidaz”, “siikraz” olarak da bilinen invertaz enzimini kodlar, enzim karbonhidrat
metabolizmasinda 6nemli role sahiptir (Gascon 1968, Taussig ve Carlson 1983.).
Invertaz, sitoplazmaya lokalize olan ve hiicre digina salgilanan iki farkli formda
salgilanir. Hiicre disina salgilanan invertaz yiiksek glikosile edilmis bir homodimerdir.
Periplazmik alanda siikroz hidrolizi gergeklestirildikten sonra glikoz ve frukoz hiicre
icine taginir. I¢ invertaz da homodimer olusturur, glikosile degildir ve herhangi bir
biyolojik islemde bilinen bir fonksiyonu yoktur (Gascon 1968, Trimble ve Maley 1977).
Invertazin iki formu da 5° uglarinda farklilik gosteren ve farkli sekilde diizenlenen
mRNA’dan kodlanir. Hiicre disina salgilanan invertaz formu 1.9 kb mRNA”’ kodlanir ve
enzim, onu hiicre disina yonlendiren bir sinyal peptidi igerir. Sitoplazmaya lokalize olan
invertaz formu 1.8 kb mRNA’dan kodlanir ve bu formda sinyal peptidi yoktur (Carlson
ve Botstein 1982, Carlson 1983). SUC2 geni glikoz baskilamasi ile diizenlenir.
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Sitoplazmada kalan form ¢ok az seviyelerde ve yapisal olarak sentezlenirken hiicre digina
salgilanan form glikoz baskilamasi ile kontrol edilir (Carlson ve Botstein 1982). Bu gen
esansiyel degildir. Genin olmadig1r mutantlar siikroz, rafinoz ve inulin gibi karbon
kaynaklarimi kullanamaz ve bu mutantlarin iireme oranlar1 disiiktiir. S.cerevisiae
genomunda SUC2 gibi invertaz kodlayan yedi lokusa sahiptir. Bunlar SUC1, SUC2,
SUC3, SUC4, SUCS5, SUC7 ve SUCS8 (Carlson ve Botstein 1983, Naumov ve Naumova
2010). SUC2 hari¢ diger invertaz genleri telomer bolgelerinin i¢inde yer alir (Carlson
1985). Farkli suslar genellikle tek bir aktif SUC genine sahiptir. SUC lokuslarindan en
aktif olarak karakterize edilen SUC2’dir.

SUC2 gene glikoz baskilanmasinda glikoz seviyelerinin algilanmasinda rol oynayan
HXK?2 tarafindan kodlanan HXK2p, glikoz ile baskilanan bir¢ok geni diizenleyen SNF1
tarafindan kodlanan protein kinazlar ve SUC2’ye ve diger glikoz ile baskilanan genlere
baglanan MIG1 proteinin gereklidir. Grrlp, Reglp, Gerlp ve Glc7p gibi birgcok faktor
SUC2’nin baskilanmasinda rol oynar. MIGI ile glikoz baskilamasi CYC8 ve TUP1
proteinlerinin etkinligini gerektirir. Glikoz baskilayic1 sartlarin oldugu durumlarda
Mig1p-Cyc8p-Tuplp kompleksi bir niikkleozom dizisine paketlenmis SUC2 promotoruna
dogrudan baglanir (Trumbly 1992). SUC2 geni transkripsiyonunu kontrol eden
transkripsiyon faktorleri cesitli teknikler tayin edilmistir ve SGD veritabanindan

derlenerek Sekil 2.10°da verilmistir.
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Sekil 2.10. SUC2 geni transkripsiyonunu kontrol eden transkripsiyon faktorleri (SGD).

Apoptoz ve otofaji sliregleri 6karyotik hiicrelerde bir¢ok metabolik olay1 etkilemektedir.
Bu tez arastirmasinda amag bu siire¢lerin metabolizma igin dnemli hiicresel islevleri olan
GPD1, CYC1 ve SUC2 genleri ifadesine bu siireclerin etkisini incelemektir. Diger
taraftan, retrograde diizenleme Okaryotlarda organel islevleri ile niikleusta gen ifadesinin
koordinasyonunu saglayan bir islemdir. Retrograde diizenlemenin de 6zellikle CYC1 de
gen ifadesine etkileri incelecektir. CYC1 niikleusta bulunan ve gen olmasina ragmen
Cyclp proteini mitakondride membranlara aras1 boslukta bulunur. CYC1 apoptozda islevi
olan faktordiir. SUC2 geni ise invertaz kodlamaktadir. Invertaz enzimi ER ve golgi
kompleksinde modfiye edildikten sonra periplazmik alana salgilanan enzimdir. Tez
arastirmamizin diger amaci da otofaji siirecinin protein sekresyonuna etkisini invertaz

enzimini model olarakl kullanarak incelemektir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Arastirmada Kullamlan Maya Suslari ve Ureme Kosullar

Arastirmalarda kullanilan S. cerevisiae suslarmin bir boliimii Frankfurt Universitesi
Mikrobiyoloji Enstitiisii'ndeki EUROSCAREF S. cerevisiae koleksiyonundan saglandi.
Bu kiltiir koleksiyonundan YPD kati1 besiyerinde gonderilen maya suslari tekrar
tiremeleri igin standart kosullarda (30 °C de etiivde, 48 saat) YPD petrilerinde ¢izgi ekimi
yapilarak tiretildi. KanMx geni igeren maya suglari ilgili delesyonlarin dogrulanmasi igin
genetisin iceren YPD petrilerinde iiretildi. Maya suslariinuzun siireli depolanmasi igin
YPD petrilerinde iiretilen maya suslarindan steril kiirdanla bir miktar alinarak steril %20
gliserol iceren vida kapakli 2 ml'lik mikrofiij tiiplerinde suspanse edilerek —80 °C’de
derin dondurucuda depolandi. Rutin amaglar igin kullanilmak iizere maya petrileri +4
C"de buz bolabinda bekletildi. Arastirmada kullanilan maya suslar1 ve genotipleri ¢izelge
3.1 de verildi. Aragtirmada kullanilan S. cerevisiae suslar1 genomu tamamen sekanslanan
BY4741 susundan elde edilmistir. Bu maya susunda genotipde verilen mutasyonlarin
disinda bagka mutasyon veya delesyon olmadigi bilinmektedir (Brachmann ve ark. 1998).
S. cerevisiae FY2 susu ise Prof.Dr. P.J Farabaugh (University of Maryland) tarafindan
sagland1. FY2 susu URA3 delesyonu disindan herhangi bir mutasyon i¢ermedigi i¢in

amino asit agliginda yaban tip maya susu olarak kullanildi.

Maya suslarmin tiretilmesinde normal veya zengin ortam olarak YPD (yeast Extract,
pepton, dekstroz) iireme ortami kullanildi. Transformant mayalarin {iretilmesinde ise
urasil igermeyen sentetik tam besiyeri Sc-Ura, %2 dekstroz (Synthetic complete minus
uracil) kulanildi. S. cerevisiae suslarinin tretilmesinde kullanilan kati (petri ortami) veya
sivi besi ortamlart Rose ve ark. (1990) tarafindan agiklandigi sekilde hazirlandi.
Besiyerleri ve arastirmada kullanilan diger ¢6zeltilerin hazirlanmasi tezin Ek ler
boliimiinde verildi. Apoptoz ve otofaji kosullarimin aktivasyonu i¢in siv1 kiiltlirlerde
logaritmik asamada verilen konsantrasyomnlarda asetik asit ve kafein iireme ortamina
eklendi ve apoptoz otofaji sinyalleri kimyasal ajanlarla aktive edilen mayalar standart
tireme kosullarinda (150 devir/dk galkalamali inkiibatérde, 30 C° de) 5 saat inkiibe

edilerek tirmeye birakildi.
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Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslar1 ve 6zellikleri

Eé:jojcarf ST Lab Kodu | Genotipi ve ilgili Mutasyonlar
Y00000 YST124 XJQ)Z%#E,?AI; leu2A0; met15A0; ura3A0.
I T e

Mayalarin tiretilmesinde ilk 6nce segici olmayan tam besiyeri olan YPD (Yeast Extract,
Peptone, Dextrose) besiyeri kullanildi (Guthrie ve Fink 1991). Daha sonra YST249 susu
harig, S. cerevisiae suslarina GPD1, CYC1l, SUC2 ekspresyon vektorlerinin
transformasyonu ve transformantlarin secilmesi ve liretilmesi i¢in segici besiyeri olarak
urasil igcermeyen minimal tam besiyeri (Sc-Ura+%2 glukoz) kullanildi (Rose ve ark.
1990). S. cerevisiae FY2 susu ise herhangi bir amino asit i¢in okzotrof olmadigi i¢in bu

susun transformantlar1 YNB+%2 glukoz minimal iireme ortaminda tiretildi.

Bu arastirmada incelenen GPD1, CYC1 ve SUC2 genleri glukoz baskilamas: ile de
kontrol edildiginden maya transformantlarini glukoz baskilamasinin olmadig1 derepres
kosullarda tiretmek i¢in maya transformantlari ayni besiyerlerinde fakat %0.1 glukoz

iceren ortamlarda tiretildi.

3.2. GPD1, CYC1, SUC2 Ekspresyon Vektorlerinin Ozellikleri ve Transformasyonu

Bu arastirma GPD1, CYC1 ve SUC2 genlerinin ekspresyon sevilerini tayin etmek i¢in bu
genlerin maya plazmit vektorii olan YEp vektorii tizerine klonlanmig lacZ raportor gen
fiizyonlar1 kullanildi. Aragtirmada kullanilan YEp vektorii mekik tipi plazmit olup E.
colide replikasyon ve seleksiyon igin ColE1 replikasyon orijini ve B-laktamaz (bla veya
ampisilin direng geni), S. cerevisiae da replikasyon ve seleksiyon i¢in ise 2 mikron
plazmiti replikasyon orijini ve URA3 geni igermektedir. YEp plazmitlerinin transform

edildikleri maya suslarinda selektif iireme ortamlarinda kopya sayilarinda degisiklik
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olmadan bulunduklart bilinmektedir (Farabaugh ve ark. 1989). Bu gen fiizyonlarinin

molekiiler 6zellikleri ve elde edildigi kaynaklar kisaca asagida 6zetlenmistir.

GPD1-lacZ gen filizyonu vektorii Prof.Dr. S. Hohmann (University of Gothenburg)
tarafindan laboratuvarimizdaki arastirmalar i¢in daha 6nceden saglanmistir. Bu raportor
gen fiizyonunda GPD1 geninin biitiin kontrol elementlerini igeren 516 b¢ uzunlugundaki
promotor bolgesi (translasyon baslama bdlgesine gore -693’den -177 bg araligindaki
bolge) lacZ gen flizyonu olarak YEp vektorii tizerine klonlanmistir (Rep ve ark. 1999).
GPD1-lacZ gen fiizyonundan yapilan ekspresyonun S. cerevisdiae da genomik GPD1
geninden yapilan transkripsiyonla dogru orantili olarak bulundugu da daha dnce (Rep ve

ark. 1999) tarafindan gosterilmistir.

CYC1-lacZ gen fiizyonu da YEp vektorii lizerinde daha 6nceden klonlanmis ekspresyon
vektoriidiir. Bu ekspresyon vektorii laboratuvarimiza Prof.Dr. P.J. Farabaugh (Univ.
Maryland-Baltimore County) tarafindan saglanmistir. YEp vektorii tizerinde CYC1-lacZ
gen flizyonunda CYCL1 geninin translasyon baglama kodonuna gore upstream bolgesinde
yer alan 312 be lik bolge yer almaktadir. Ekspresyon vektoriiniin hazirlanmasi ve
molekiiler 6zellikleri daha once agiklanmistir (Guarente ve ark. 1984). Bu vektor tizerinde
yer alan CYC1 promotorundan yapilan ekspresyonun kromozomal CYC1 geninde oldugu
gibi bu genin transkripsiyonel regiilasyonu i¢in yeterli oldugu da gosterilmistir (Guarente

ve ark. 1984).

SUC2-lacZ ckspresyon vektorii de daha oOnce laboratuvarimiza saglanmistir. Bu
ekspresyon vektoriinde SUC2 geni nin translasyon baglama kodonuna gore -140 beden -
667 beya kadar olan promotor bolgesi bulunmaktadir (Tiirkel ve ark. 2003). YEp vektorii
tizerinde SUC2-lacZ promotor flizyonu olarak bulunan bu genden de kromozomal SUC2
geninde oldugu gibi transkripsiyonun glukoz sinyali ile kontrol edildigi daha 6nce yapilan

arastirmalarda gosterilmistir (Tiirkel ve ark. 2003).
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GPD1, CYC1 ve SUC2 gen fiizyonlarini igeren plazmitler maya suslarina lityum asetat-
poli etilen glikol (PEG) yontemi kullanilarak ayr1 ayr1 transforme edildi (Ito ve ark. 1983,
Rose ve ark. 1990). Transformasyon igin +4 °C’de saklanan stok S. cerevisiae
suslarindan steril kurdan ile alinarak 5 ml YPD ortamlarina ekim yapildi ve ¢alkalamali
inkiibatorde 30°C*“de ve 140 devir/dakika hizda bir gece boyunca iiretildi. Sonra sivi
kiiltiirde biiyiiyen maya suslarindan 1 ml kadar alinarak 25 ml YPD {ireme ortamina
eklendi ve aymi kosullarda logaritmik asamaya kadar (OD600=0.8-1.0) kadar aym
kosullarda iiretildi. Uretilen mayalar logaritmik faza geldiklerinde santrifiijde 3000 g’de
5 dakika olmak iizere ¢oktiiriildii. Coken maya hiicrelerinin siipernatant kismi atildiktan
sonra iizerlerine 25 ml steril saf su eklendi ve vortekslendi. Daha sonra tekrar santrifiijde
3000 g’de 5 dakika c¢oktiiriildii. Coktiirme isleminden sonra slipernatant kisim atildi ve S.
cerevisiae hiicreleri, mikrofiij tiiplerinde, taze hazirlanmig steril 1 m1 0.1 M lityum asetat
¢ozeltisinde ¢oziildi. Mikrofiij tiiplerinde siispanse edilmis maya hiicreleri 10 saniye
boyunca mikrosantrifiij cihazi kullanilarak en yiiksek hizda ¢oktiiriildii. Coktiirmeden
sonra siipernatant kismindaki lityum asetat maya siispansiyonundan pipet ile alinarak
uzaklastirildi ve 450 pl 0.1 M lityum asetat eklenerek S. cerevisiae hiicreleri ile tekrar bir
stispanse edildi. Daha sonra bu siisyanstyondan 50 pl alinip steril mikrofiij tiiplerini
koyuldu. Tekrar mikrosantrifiij cihazinda en yiiksek hizda 10 saniye boyunca ¢oktiiriildii
ve lityum asetat yani siipernatant kisim pipet ile alinip uzaklastirildi. Mikrosantrifiij
tiiplerindeki ¢oken maya hiicrelerinin iizerine daha sonra 5-6 pg denatiire edilmis herring
sperm DNA’s1, 4-5 pg plazmid DNA’s1, 36 pul 1 M lityum asetat, 240 pl PEG ve 60 pl
steril saf su ilave edildi (Rose ve ark. 1990). Sonra bu plazmit ve maya hiicresi karigimlari
30 °C’de etiivde 30 dakika bekletildi ve daha sonra etiivden alinan maya-plazmit karigimi
42 °C’de su banyosunda 30 dakika bekletildi ve boylece 1s1 sokuna maruz birakilmis oldu.
Maya ve plazmit karigimi su banyosundan alindiktan sonra mikrosantrifiide 8000 rpm’de
15sn boyunda ¢oktiiriildii ve transformasyon karisimi mikropipet ile uzaklastirildi. Coken
maya hiicreleri 400-500 pl steril saf suda siispanse edildi. Daha sonra hiicre
stispansiyonundan 75-100 pl alinip YST249 suslari YNB (Yeast Nitrogen Base) %2
glukoz besiyeri ile hazirlanmis iireme petrilerine, YST124 ve diger mutant suslar ise
urasil igermeyen sentetik tam minimal tireme ortami1 (SC-Ura + %2 glukoz) petrilerine
ekildi ve transformantlar belirgin koloniler olusturana kadar, 30°C’deki etiivde, 3-4 giin

bekletildi. Sonra ise S. cerevisiae transformantlarini igeren petriler +4 °C’de
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buzdolabinda saklandi. Transformatlar koloniler belirgin bir biiyiikliige ulastiginda steril
kiirdan ile alindi1 ve YST249 suslart YNB (Yeast Nitrogen Base) + %2 glukoz besiyeri ile
hazirlanmis tireme petrilerine, YST124 ve diger mutant suslar ise Sc-ura + %2 glukoz
petrilerine yayma ekimi ile pasajlandi. Sonra petriler 30 °C’de etiivde, 3-4 giin
bekletilerek tiremeleri saglandi. Bu sekilde tiretilen transformantlar sivi kiiltiirlerin

hazirlanmasinda kullanild:

3.3. Stres Sartlarinin Maya Hiicrelerine Uygulanmasi

S. cerevisiae’da stresleri uyaran faktorler daha 6nceki ¢alismalarda belirlenmistir. Bu tez
arastirmasinda apoptozu uyarici maddeler olarak asetik asit (Ludovico ve ark. 2001,
Fannjiang ve ark. 2004) ve menadion (Todorova ve ark. 2009, Redza-Dutordoir ve
Averill-Bates 2016), otofajiyi uyaran maddeler olarak da kafein (Rallis ve ark. 2013)
kullanildi. Boliim 3.2’de aciklanan sekilde hazirlanan olan transformatlar 6nce
transformat petrilerinden steril kiirdan ile alinip YST249 suslar1 5 ml’lik YNB ve %2
glukoz iceren (repress sartlar), YST124 ve diger mutans suslar ise 5 ml’lik Sc-Ura ve %2
glukoz igeren (repress sartlar) steril 25 ml’lik erlenlere siv1 besiyerleri olarak ekim yapildi
ve S. cerevisiae kiiltiirleri standart kosullar altinda (28-30 °C’de, 140 doniis/dakika
hizinda) bir gece iiretilerek (yaklasik 18-20 saat) duragan faz 6n kiiltiirleri elde edildi.
Sabah bu 6n kiiltiirler kullanilarak 5 ml’lik taze besi yerlerine, bir gece biiylimeye
birakildiklar1 besiyerleriyle ayn1 besiyeri olacak sekilde, baslangic ODeoo degerleri 0,1
olarak ekim yapild1 ve standart sartlarda calkalamali inkiibatorde logaritmik asamaya
(ODeoo: 0,8-1) kadar iiretildi. Bu asamadan sonra iireme ortamlarina apoptozu uyarmak
icin son konsantrasyonu 60 mM olacak sekilde asetik asit (pH: 3) ilave edildi. Otofaji
stresi olusturmak ic¢in ise distile suda hazirlanmus steril kafein ¢ozeltisinden son
konsantrasyonu 8 mM olacak sekilde kafein ilave edildi. Apoptoz veya otofaji sinyali

aktive edilmis maya kiiltiirleri standart tireme ortaminda 5 saat daha liremeye birakildi.

Ureme siireleri sonunda S. cerevisiae kiiltiirleri 1.5x12 cm’lik santrifiij tiiplerinde
aktarildi, masatistii santrifiij cihazinda 1600 rpm’de 4 dakika ¢oktiiriildii ve s1v1 faz atildi.
Coken maya peletlerine 1 ml’lik steril saf su ilave edildi ve vorteks cihazi ile karistirilip

slispanse olmasi saglandi. Daha sonra maya siispansiyonlart mikrosantrifiij tiiplerine
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aktarild1 ve mikrosantrifiij cihazinda 12500 rpm’de 1 dk boyunca ¢oktiiriildii ve siv1 faz
atildi. Coken maya pelletlerine 200 pl break buffer tampon ¢ozeltisi eklenerek stispanse
edildi. Bu siiregten sonra B galaktozidaz aktivitesini daha sonra 6lgmek i¢in maya

stispansiyonlari -20 veya —80 °C” depo edildi.

3.4. Sacharomyces cerevisiae’de p-Galaktozidaz Aktivitesinin Olgiilmesi

Maya transformatlarindan beta galaktozidaz aktivitelerinin tayin edilmesinde daha 6nce
aciklanan metod uygulandi (Rose ve ark. 1990). 200 ul break buffer ¢ozeltisinde ¢oziilen
S. cerevisiae hiicrelerini permeabilize etmek i¢in 20 pl 0,1M SDS ve 20 pl kloroform
eklenerek vortekstendi. Hangi mekanizma bakiliyorsa her gen i¢in 2 mikrofiij tiipii ve
mikrofiij tliplerinden alinan hiicre lizatlarin koyulacagi 6 deney tiipli hazirlandi. Deney
tiiplerine 980 pl Z buffer koyuldu. Igerisinde Z buffer bulunan tiiplere hiicre lizatlarindan
12,5-20 pl eklendi. Deney tiipleri 30 °C su banyolarinda 3 dk bekletilerek 6n inkiibasyon
yapildi. Sonra deney tiiplerine 20 ul ONPG eklenerek post-it sarisi renk olusana kadar
bekletilip, renk alma siireleri kaydedildi. Renk olusumu siiresinin sonunda 500 pul 1 M
sodyum karbonat ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Daha sonra ¢ozeltiler parcalanmig
maya materyalinden ayrilmasi i¢in 1600 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi ve sonra
spektrometre kiivetlerine alinarak spektrometrede absorbanslart 420 nm’de belirlendi

(Rose ve ark. 1990).

B-galaktozidaz aktivitesinin hesab1 i¢in hiicre siispansiyonlarindaki protein
konsantrasyonlarinin da bilinmesi gerekmektedir. Bu da Lowry metodu kullanilarak
belirlendi (Lowry ve ark. 1951). Lowry metodu kullanilirken her gen fiizyonu i¢in 2 tane
deney tiipli hazirland1 ve tiiplere 180 pl steril saf su koyuldu. Steril saf su iizerine daha
once permeabilize edilen hiicre lizatlarindan 20 pl eklendi. Daha sonra deney tiiplerine
24,5 ml Lowry A, 250 pl Lowry B1 ve 250 ul Lowry B2 ile beherde hazirlanan Lowry C
cozeltisinden 1 ml koyularak 1 dakika boyunca oda sicakliginda beklendi. Bekleme siiresi
sirasinda 1ml su, 1 ml folin (2 N stoktan) eklenerek folin ¢6zeltisi hazirlandi. 10 dakikanin
sonunda deney tiiplerine 100 pl folin eklenerek vorteks cihazi ile karistirildi ve 30 dakika
oda sicakliginda beklendi. 30 dakikanin sonunda ¢ozeltilerdeki pargalanmis maya

materyallerinin ayrilmasi i¢in 1600 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi ve sonra ¢ozeltiler
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spektrometre kiivetlerine aktarilarak absorbanslari spektrometrede 750 nm’de ol¢iildii.
Bulunan degerler bilgisayara girilerek B-galaktozidaz aktiviteleri lizatlardaki toplam
¢ozlinlir protein miktarina gore normalize edilerek hesaplandi. B-galaktozidaz aktiviteleri
parcalanan nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verildi. Maya transformatlar1 her gen
icin iki tekrarli olarak (yukarida belirtildigi gibi iki mikrofiij tlipinde) hazirlandi. B-
galaktozidaz aktiviteleri her tiip i¢in ii¢ tane olacak sekilde her gen i¢in alt1 tekrarli olarak
yapildi. Sonuglar boliimiindeki aktivite degerleri en az alti bagimsiz degerin
ortalamasidir. Aktivitelerin hesaplari eklerde verilen Excell tablolar1 hazirlanarak yapildi.
Beta galaktozidaz aktivitelerinde standart sapmalarin %10’dan diisiik degerlerde oldugu

goriildil.

3.5. Sacharomyces cerevisiae’da Invertaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Maya suslarinin hiicre disindaki invertaz aktiviteleri daha once tanimlandigi sekirde
hesaplandi (Rothe ve Lehle 1998, Goldstein ve Lampen 1975). S. cerevisiae suslar1 10 ml
YPD iireme ortaminda 1 gece standart sartlarda iiretildi ve duragan faz kiiltiirleri elde
edildi. Bu stok kiiltiirler kullanilarak taze 25 ml YPD ortamina baslangic OD 600
degerleri 0.2 olacak sekilde ekim yapildi ve standart sartlarda logaritmik asamaya kadar
uretildi. Logaritmik asamada maya kiiltiirlerinin 10 ml lik kismi alinarak ¢oktiiriildi ve
streil su ile yikandi. Tekrar ¢oktiiriilen maya suslar1 derepres sartlar i¢in 5 ml YP %0.1
glukoz iceren ortamda siispanse edildi. Derepres edilen maya suslarinin bir boliimiine
otofaji sinyalini aktive etmek i¢in daha dnce agiklandig: sekilde kafein ilave edildi ve bu
kosullarda maya kiiltiirleri 2 saat daha i{iremeye birakildi. Ureme siireleri sonunda maya

kiiltiirleri santrifiijde ¢oktiiriilerek invertaz aktiviteleri asagida verildigi gibi tayin edildi.

Repres, derepres veya otofaji uyarilmis kosullarda tiretilen maya kiiltiirleri santrifiijde
coktiiriildii. Cokeltinin siipernatant kismi atildi ve ¢oken maya hiicrelerine 5 ml sodyum
asetat (50 mM, pH: 5.2) eklenip vorteks cihazinda karistirildi. Sonra santrifiij cihazinda
tekrar 3000 g’de 4 dakika ¢oktiiriildii ve siipernatant kismi atildi. Daha sonra ¢oken S.
cerevisiae hiicrelerine 200 pl sodyum asetat (50 mM, pH: 5.2 +2mM PMSF) eklenerek

stispanse edildi ve invertaz aktivitesi tayininde kullanilacak stok hazirlandi.
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Invertaz aktivitesini lgmek i¢in mikrofiij tiiplerine konsantrasyonu 200 mM olan sukroz
¢ozeltisinden 200 mikrolitre alindi. Bu sukroz ¢ozeltilerine stok maya hiicrelerinden 50
ul alinarak vorteks cihazi ile karistirildi. Sonra mikrofiij tlipleri reaksiyon ig¢in, su
banyosunda 30°C’de 15 dakika bekletildi. Bekleme siiresinin sonunda invertaz
reaksiyonunun durdurmak i¢in 50 ul TRIS ¢ozeltisi (1 M stok, pH:8,8) mikrofiij tiiplerine
eklendi ve reaksiyon durduruldu. Invertaz aktivitesini bekirlemek icin reaksiyon
sonucunda olusan glukoz miktari, spektrofotometrik bir yontem olan Glukoz oksidaz-
Peroksidaz (GOD-POD) glukoz tayin yontemi kullanilarak tayin edildi (Goldstein ve
Lampen 1975). invertaz aktiviteleri 100 mg kuru maya basina dakikada hidroliz edilen

sukrozdan agiga ¢ikan mikromol glukoz olarak verildi (uM Glukoz/dk/100 mg maya).
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4- BULGULAR

4.1. Apoptoz Sinyali Aktivasyonunun GPD1 Transkripsiyonlarma Etkisi

Apoptozun GPD1, CYC1 ve SUC2 genleri transkripsiyonuna olan etkilerini incelemek
icin bu genlerin lacZ gen flizyonu olarak klonlandig1 vektdrleri igeren yaban tip S.
cerevisiae susu transformantlart minimal lireme ortaminda iiretildi ve apoptoz sinyalini
aktive etmek i¢in maya kiiltiirlerine asetik asit uygulandi. Normal {ireme ortamindaki
ekspresyon seviyeleri ile karsilastirildiginda apoptoz uyarimmin GPD1 geni bazal

transkripsiyonunda yaklasik 4-kat kadar baskilamaya yol actig1 bulundu (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Apoptoz sinyali aktivasyonunun GPD1 geninin ekspresyonuna etkisi

Maya suslari Normal Ortam 60 mM Asetik Asit
Yaban tip (YST124) 2081 + 113 517 + 56

Hog Mutant1 (YST240) 824 £ 50 285 +53

Tor Mutant1 (YST155) 2074+ 1 1145 + 54

GPD1 geninin ana kontrol faktorii Hog1p kinzadir. Bu nedenle apoptoz sinyalinin Hoglp
kinaz aracili etkisinin olup olmadig1 da incelendi. Bunun igin yaban tip S. cerevisiae susu
ile (YST124 susu) Hoglp kinazi igermeyen mutant (hoglA) S. cerevisiae susunda
(YST240) GPD1 ekspresyon seviyeleri normal ve apoptoz uyarilmis kosullarda
incelendi. Beklendigi sekilde hoglA mutant susunda GPD1 geni bazal transkripsiyonun
da 6nemli seviyede azalma oldugu goriilmektedir (2081 iiniteden 824 {initeye). Apoptoz
sinyalinin aktivasyonu ile bu maya suslarinda da GPD1 transkripsiyonunda 3-4 Kat
azalma oldugu gortldi (Cizelge 4.1). Torlp kinaz da S. cerevisiae’da besin sinyallerinin
iletilmesinde global etkisi olan kinazdir. Bu kinazin da GPD1 geni transkripsiyonua etkisi
torlA mutant susunu kullanarak test edidli. Apoptoz sinyali aktive edilmis mutant maya
susunda GPD1 transkripsiyonun da yaklasik 2-kat baskilanma oldugu goriildii. Bu seviye
GPD1 transkripsiyonunda apoptoz sinyaline yanit olarak yaban tipte goriilen yaban tip

baskilanma seviyesinden daha azdir. Yaban tip susta apoptoz sinyali ile 4-kat baskilama
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goriiliirken, tor1 A mutantinda 2 kadar baskilama oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1). Bu
sonu¢ apoptoz sinyaline yanit olarak GPD1 transkripsiyonunun onemli derecede
baskilandig1 ve bu baskilanmanin GPD1 geni aktivatorii olan Hoglp kinzadan bagimsiz

oldugu ancak Torlp kinaz aktivitesine kismen bagli olabilecegini gostermektedir.

4.2. Apoptozun CYC1 Geninin Transkripsiyonuna Etkisi

Apoptoz sinyalinin CYC1 geni bazal transkripsiyonuna etkileri de yaban tip ve torlA
mutant suslarinda karsilastirmali olarak analiz edildi. CYC1 transkripsiyonunun apoptoz
sinyali ile yaban tip susta 7-kat baskilandig1 ve CYC1 transkripsiyonunun 172 iiniteden
24 finiteye azaldigi bulundu. Apoptoz sinyali aktivasyonunun torlA mutant susunda
CYC1 transkripsiyonuna etkisi ise daha disiik seviyede gergeklesti ve yaklasik 3-kat
azaldig1 bulundu. Bu sonuglar da CYC1 geni transkripsiyonunda apoptoz sinyaline yanit
olarak onemli seviyede baskilama oldugu ve bu baskilamada direkt veya dolayli olarak

Torlp kinazin da etkisi oldugu goriildii (Cizelge 4.2)

Cizelge 4.2. Apoptoz sinyali aktivasyonunun CYC1 geninin ekspresyonuna etkisi

Maya suslari Normal Ortam 60 mM Asetik Asit
Yaban tip (YST124) 172 £ 11 24 +2
Tor Mutant1 (YST155) 259+ 1 88+9

4.3. Apoptozun SUC2 Geninin Transkripsiyonuna Etkisi

Apoptoz sinyali aktivasyonunun SUC2 geni transkripsiyonuna etkileri de incelendi.
SUC2 geni glukoz baskilamasi ile kontrol edildiginden SUC2-lacZ gen fiizyonunu iceren
transformant maya suslar1 derepres sartlar1 olusturmak i¢in % 2 galaktoz iceren minimal
ortamda tretildi. Apoptoz sinyali aktivasyonunun SUC2 geni transkripsiyonunda

yaklagik 10 kat kadar baskilamaya neden oldugu bulundu (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Apoptoz sinyali aktivasyonunun SUC2 geninin ekspresyonuna etkisi

Maya Susu Ve iireme Normal Ortam 60 mM Asetik Asit
ortam durumu

Yaban tip (YST124) - 1227 +71 13+3
Derepress

4.4. Otofajinin GPD1 Geninin Transkripsiyonlarina Etkisi

Otofaji sinyali de farkli sekillerde uyarilmaktadir ve hiicrede genel olarak protein
degredasyonuna neden olan bir siiregtir. Genel otofaji durumu amino asit aclig ile
uyarilabildigi gibi Torlp kinaz inhibitérii olan kafein ile de uyarilmaktadir.
Arastirmamizda otofaji sinyalinin aktivasyonu i¢in Torlp kinaz inhibitorii olan kafein
kullanildi. Otofaji aktivasyonunun GPD1 transkripsiyonuna etkileri yaban tip maya
susunda ve bu genin kontroliinde islevi oldugu gosterilen HOG1 mutant susunda (hog1A)
incelendi. Ayrica otofaji sinyalinde hedef olan Torlp kinaz mutant susunda (tor1A) da
GPD1 transkripsiyonuna otofaji etkileri incelendi (Cizelge 4.4). Otofaji aktivasyonunun
yaban tip maya susunda GPD1 transkripsiyonunda yaklasik %25 kadar baskilamaya yol
act1g1 gortldi. torlA mutant susunda ise otofaji aktivasyonunun GPD1 transkripsiyonuna
istatiksel olarak onemli etkisi olmadig1 goriildii (Cizelge 4.4). Ancak, kafein ile aktive
edilen otofaji sinyalinin hoglA mutant susunda GPD1 transkripsiyonunda 6nemli
derecede (yaklasik %50 kadar) aktivasyona neden oldugu bulundu. Bu durum GPD1 geni

transkripsiyonunda otofaji kosullarinda Hogl kinazin da etkilendigini géstermektedir.
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Cizelge 4.4. Otofaji aktivasyonunun GPD1 geninin ekspresyonuna etkisi

Maya suslari Normal Ortam 8 mM Kafein
Yaban tip (YST124) 2081+ 113 1720+2

Hog Mutanti1 (YST240) 824 +50 1326 + 24

Tor Mutant1 (YST155) 2074+1 2258 +£92

4.5. Otofajinin CYC1 Geninin Transkripsiyonlarina Etkisi

Otofajinin CYCL1 geni transkripsiyonuna etkileri incelendiginde yaban tip susta kafein ile
uyarilan otofajinin CYC1 transkripsiyonuna higbir etkisi olmadigi goriildii (Cizelge 4.5).
Otofaji sinyalinde hedef kinaz olan Torlp mutant susunda ise otofajinin CYC1
transkripsiyonunda baskilanmaya neden oldugu bulundu. Otofaji aktivasyonu ile CYC1
transkripsiyonu 259 iiniteden 159 iiniteye azaldi. Benzer sekilde hogl A mutant susunda
da CYC1 transkripsiyonunun otofaji uyarimi ile azaldigi (198 tiniteden 131 {initeye)
goriildii (Cizelge 4.5). Bu durum otofaji kosullarinda Hog1p ve Torlp’nin yaban tip susta
CYC1 transkripsiyonunun kontrol edilmesinde islevleri olabilecegini gdstermektedir.

Ciinkii yaban tip susta hem Hoglp ve hemde Torlp islevsel olarak bulundugunda

otofajinin etkisi goriilmemektedir.

Cizelge 4.5. Farkl suslarda otofajinin CYC1 geninin ekspresyonuna etkisi

Maya suslari Normal Ortam 8 mM Kafein
Yaban tip (YST124) 172 +11 178 +5

Hog Mutant1 (YST240) 198+ 4 131+4

Tor Mutant1 (YST155) 259 +/- 1 159 +/- 0
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4.6. Otofajinin SUC2 Geninin Transkripsiyonlarina Etkisi

Otofaji kosullarinin SUC2 geni transkripsiyonuna etkileri derepres kosullarda tiretilen
yaban tip maya susunda incelendi. Derepres kosullarda 1227 finite olan SUC2 geni
transkripsiyon seviyesi kafein ile uyarilan otofaji kosullarnda yaklasik 2.5-kat
baskilanarak 488 iiniteye azaldi (Cizelge 4.6). Bu durum periplazmik alana salgilanan

invertaz enzimi transkripisyonunun otofaji aktivasyonu ile baskilandigin1 gostermektedir.

Cizelge 4.6. Otofajinin SUC2 geninin ekspresyonuna etkisi

Maya Susu ve iireme Normal Ortam 8mM Kafein
ortam durumu

Yaban tip (YST124) - 1227 + 71 488 + 50
Derepres

4.7.Retrogradin GPD1, CYC1, SUC2 Genlerinin Transkripsiyonlarina Etkisi

Retrograd sinyal yolunun GPD1, CYCL1 ve SUC2 genlerine etkisi biyoinformatik olarak
incelendi. Retrograd sinyal yolu ile olusturulan cevaplar, Rtgl/3p kompleksinin RTG
hedef genleri olan CIT2, IDH1/2, ATO3 promotorlarina baglanip cevap olusturmasi ile
ilgilidir. Rtglp ve Rtg3p niikleusa girmeden oOnce heterodimer olustururlar ve bu
kompleksin ilgili genlere baglandigi dizi, GTCAC veya GGTAC dizisi olup R-box (R-
kutusu) olarak adlandirilir. Tez ¢alismasinin bu boliimiinde SGD de verilen promotor
sekans bilgileri kullanilarak GPD1, CYC1 ve SUC2 genleri promotor bdlgelerinin 1 Kbg
lik bolgelerinde R kutusu sekanslarrunin (GTCAC veya GGTAC dizisi) bulunup
bulunmadig1 incelendi (Anonim 2020a). Incelememizde YEASTRACT veri tabani
bilgileri de kullanildi (Anonim 2020b). Elde edilen sonuglar ayr1 ayri asagidaki
cizelgelerde sirastyla verildi (Sekil 4.1) (Sekil 4.2) (Sekil 4.3). Yapilan analizlerde GPD1,
SUC2 ve CYC1 promotorlarinda R-kutusu benzer sekanslar oldugu goriildii. Ozellikle
SUC2 geni promotor bolgesinde Rtg1/3p kompleksinin baglantigi tam sekansdan iki adet
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3).Bu sonuglar GPD1, CYC1 ve SUC2 genlerinin retrograd
transkripsiyona yanit olarak Rtgl-Rtg3 heterodimer kompleksi tarafindan kontrol
edilebilecegini gostermektedir. Ancak bunun i¢in daha fazla molekiiler analize (6rnegin

Rg1, Rtg3 mutant susu veya promotor delesyonlar1 gibi) ihtiya¢ olduguda goriilmektedir.
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AGCCCGAAAGAGTTATCGTTACTCCGATTATTTTGTACAGCTGATGGGAC
CTTGCCGTCTTCATTTTTTTTTTTTTTCACCTATAGAGCCGGGCAGAGCTGC
CCGGCTTAACTAAGGGCCGGAAAAAAAACGGAAAAAAGAAAGCCAAGC
GTGTAGACGTAGTATAACAGTATATCTGACACGCACGTGATGACCACGTA
ATCGCATCGCCCCTCACCTCTCACCTCTCACCGCTGACTCAGCTTCACTAA
AAAGGAAAATATATACTCTTTCCCAGGCAAGGTGACAGCGGTCCCCGTCT
CCTCCACAAAGGCCTCTCCTGGGGTTTGAGCAAGTCTAAGTTTACGTAGC
ATAAAAATTCTCGGATTGCGTCAAATAATAAAAAAAGTAACCCCACTTCT
ACTTCTACATCGGAAAAACATTCCATTCACATATCGTCTTTGGCCTATCTT
GTTTTGTCCTCGGTAGATCAGGTCAGTACAAACGCAACACGAAAGAACAA
AAAAAGAAGAAAACAGAAGGCCAAGACAGGGTCAATGAGACTGTTGTCC
TCCTACTGTCCCTATGTCTCTGGCCGATCACGCGCCATTGTCCCTCAGAAA
CAAATCAAACACCCACACCCCGGGCACCCAAAGTCCCCACCCACACCACC
AATACGTAAACGGGGCGCCCCCTGCAGGCCCTCCTGCGCGCGGLLCTCCCG
CCTTGCTTCTCTCCCCTTCCTTTTCTTTTTCCAGTTTTCCCTATTTTGTCCCT
TTTTCCGCACAACAAGTATCAGAATGGGTTCATCAAATCTATCCAACCTA
ATTCGCACGTAGACTGGCTTGGTATTGGCAGTTTCGTAGTTATATATATAC
TACCATGAGTGAAACTGTTACGTTACCTTAAATTCTTTCTCCCTTTAATTTT
CTTTTATCTTACTCTCCTACATAAGACATCAAGAAACAATTGTATATTGTA
CACCCCCCCCCTCCACAAACACAAATATTGATAATATAAAG

Sekil 4.1. GPD1 geni 1 Kbp promotor bolgesinde Rtgl/3p baglanma sekanslarinin
incelenmesi

GAGGCACCAGCGTCAGCATTTTCAAAGGTGTGTTCTTCGTCAGACATGTTTTAGT
GTGTGAATGAAATAGGTGTATGTTTTCTTTTTGCTAGACAATAATTAGGAACAAG
GTAAGGGAACTAAAGTGTAGAATAAGATTAAAAAAGAAGAACAAGTTGAAAAG
GCAAGTTGAAATTTCAAGAAAAAAGTCAATTGAAGTACAGTAAATTGACCTGAA
TATATCTGAGTTCCGACAACAATGAGTTTACCAAAGAGAACAATGGAATAGGAA
ACTTTGAACGAAGAAAGGAAAGCAGGAAAGGAAAAAATTTTTAGGCTCGAGAA
CAATAGGGCGAAAAAACAGGCAACGAACGAACAATGGAAAAACGAAAAAAAAA
AAAAAAAACACAGAAAAGAATGCAGAAAGATGTCAACTGAAAAAAAAAAAGGT
GAACACAGGAAAAAAAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGAGGACGAAACAAA
AAAGTGAAAAAAAATGAAAATTTTTTTGGAAAACCAAGAAATGAATTATATTTC
CGTGTGAGACGACATCGTCGAATATGATTCAGGGTAACAGTATTGATGTAATCAA
TTTCCTACCTGAATCTAAAATTCCCGGGAGCAAGATCAAGATGTTTICACCGATC
TTTCCGGTCTCTTTGGCCGGGGTTTACGGACGATGGCAGAAGACCAAAGCGCCAG
TTCATTTGGCGAGCGTTGGTTGGTGGATCAAGCCCACGCGTAGGCAATCCTCGAG
CAGATCCGCCAGGCGTGTATATATAGCGTGGATGGCCAGGCAACTTTAGTGCTGA
CACATACAGGCATATATATATGTGTGCGACGACACATGATCATATGGCATGCATG
TGCTCTGTATGTATATAAAACTCTTGTTTTCTTCTTTTCTCTAAATATTCTTTCCTT
ATACATTAGGACCTTTGCAGCATAAATTACTATACTTCTATAGACACACAAACAC
AAATACACACACTAAATTAATA

Sekil 4.2. CYC1 geni 1 Kbp promotor bdlgesinde Rtgl/3p baglanma sekanslarimin
incelenmesi
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ATAGTAAAAAAAAAACTAAGTTTTCCCCTGTAGTAAACAGGGAGATACCGTACG
GAGGTCTGAATTCCCTACAGAAGTAGCTGTAAAAATTCAGAATTCGCAACAACCT
ATAATTGAGTTAAGTGCCTTTCCAAGCTAAAAAGTTTGAGGTTATAGGGGCTTAG
CATCCACACGTCACAATCTCGGGTATCGAGTATAGTATGTAGAATTACGGCAGGA
GGTTTCCCAATGAACAAAGGACAGGGGCACGGTGAGCTGTCGAAGGTATCCATT
TTATCATGTTTCGTTTGTACAAGCACGACATACTAAGACATTTACCGTATGGGAG
TTGTTGTCCTAGCGTAGTTCTCGCTCCCCCAGCAAAGCTCAAAAAAGTACGTCAT
TTAGAATAGTTTGTGAGCAAATTACCAGTCGGTATGCTACGTTAGAAAGGCCCAC
AGTATTCTTCTACCAAAGGCGTGCCTTTGTTGAACTCGATCCATTATGAGGGCTTC
CATTATTCCCCGCATTTTTATTACTCTGAACAGGAATAAAAAGAAAAAACCCAGT
TTAGGAAATTATCCGGGGGCGAAGAAATACGCGTAGCGTTAATCGACCCCACGT
CCAGGGTTTTTCCATGGAGGTTTCTGGAAAAACTGACGAGGAATGTGATTATAAA
TCCCTTTATGTGATGTCTAAGACTTTTAAGGTACGCCCGATGTTTGCCTATTACCA
TCATAGAGACGTTTCTTTTCGAGGAATGCTTAAACGACTTTGTTTGACAAAAATG
TTGCCTAAGGGCTCTATAGTAAACCATTTGGAAGAAAGATTTGACGACTTTTTTT
TTTTGGATTTCGATCCTATAATCCTTCCTCCTGAAAAGAAACATATAAATAGATA
TGTATTATTCTTCAAAACATTCTCTTGTTCTTGTGCTTTTTTTTTACCATATATCTT
ACTTTTTTTTTTCTCTCAGAGAAACAAGCAAAACAAAAAGCTTTTCTTTTCACTAA
CGTATATG

Sekil 4.3. SUC2 geni 1 Kbp promotor bolgesinde Rtgl/3p baglanma sekanslarinin
incelenmesi.
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4.8. Farkh Suslarda ve Kosullarda invertaz Aktivitesi

Aragtirmamizin bu bdliimiinde apoptoz ve otofaji sinyallerinin invertaz sekresyonuna
etkilerinin olup olmadigi incelendi. Bunun i¢in yaban tip ve torlA mutant susunda
apoptoz ve otofaji uyarilarak invertaz aktiviteleri tayin edildi ve normal yaban tip sus ile
karsilastirildi. Invertaz aktivitesinin hem apoptoz ve hem de otofaji kosullaria bagl
olarak 6nemli derecede azaldig1 goriildii (Cizelge 4.10). Derepres kosullarda yaklasik
olarak 250 {inite olarak olgiilen invertaz aktivitesinin apoptoz aktivasyonu ile yaklasik
olarak 35-kat kadar baskilandigini goriildii. Otofaji kosullarinda ise yaban tip maya
susunda yaklasik 2-kat baskilanan invertaz aktivitesinin torlA susunda 4-kat kadar

baskilandig1 bulundu (Cizelge 4.10). Bu durum apoptoz ve otofaji aktivasyonuna baglh

olarak protein sekresyonunun da baskilandigini 6ne siirmektedir.

Cizelge 4.7. Apoptoz ve otofaji sinyallerinin invertaz aktivitesine etkisi.

Derepress + Derepress +
Maya Suslar1 | Repress Derepres 60 mM Asetik 8 mM

Asit Kafein
Yaban tip
(YST124) 1 252,93 7,93 124,19
Tor Mutant1
(YST155) 0,86 236,16 6,94 60,58
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5. TARTISMA ve SONUC

Apoptoz ¢ok hiicreli organizmalara 6zgii bir hiicresel mekanizma olarak tanimlanmasina
ragmen S. cerevisiae hiicrelerinde de apoptozun gergeklestigi ve Ozellikle maya
kolonilerinin hayatta kalma stratejilerinden birisi oldugu daha 6nce yapilan aragtirmalar
ile gosterilmistir (Madeo ve ark. 2002, Carmona-Gutierrez ve ark. 2010). Cok hiicreli
Okaryotlarda apoptoz siirecinin gerceklesmesi i¢in gerekli olan faktorlerin bir¢ogunun S.
cerevisiae daki islevsel homologlari da bu maya tiiriinde kesfedilerek tanimlanmistir
(Strich 2015).

GPD1, CYC1 ve SUC2 genleri S. cerevisiae 'nin farkli metabolik islevlerinde gerekli olan
faktorleri kodlamaktadirlar. GPD1 geni tarafindan kodlanan NAD’a bagh gliserol-3-
fosfat dehidrojenaz enzimi reaksiyonunda hiicrede sitoplazmik NADH/NAD dengesinin
korunmasina katki saglanir. Ayrica, bu reaksiyon sonunda olusan gliserol 3 fosfat daha
sonra sitoplazmik gliserole doniistiiriilerek osmotik denge saglanir (Albertyn ve ark.
1994). Arastirmamizda apoptoz siirecinin asetik asit ile indiiklenmesi sonucu GPD1
transkripsiyonunda 4-kat kadar azalma oldugu bulundu. Apoptoz uyarimina bagli bu
baskilamanin kismen TOR kinaz yolagina bagli oldugu da goriildii. Aktif Torlp kinaz
icermeyen mutants susta GPD1 transkripsiyonundaki baskilanma yaban tip susa gore
daha az seviyede gerceklesmektedir. Hoglp kinaz GPD1 geni transkripsiyonunun
aktivasyonu igin gereklidir. Ancak, apoptoz kosullarinda GPD1 transkripsiyonunun
hoglA mutant susunda da yaban tip susta oldugu gibi yaklasik 4-kat kadar azaldigi
bulundu. Bu durum apotoz kosullarinda hiicrede NADH/NAD dengesinde de diizenleme
olabilecegi ve gliserol sentezinin kismen de olsa baskilanmis olabilece§ini 6ne
stirmektedir. Fakat bunun kesin tayini i¢in GPD1 transkripsiyonuna ek olarak apoptoz
kosullarida S. cerevisiae'da metabolom analizinin yapilmasini da gerekli kilmaktadir.
GPD1 geni transkripsiyonu birgok faktor tarafindan kontrol edilmektedir ve bu
faktorlerden bazilar1 da (Raplp, Rpd3p gibi) represordir (Sekil 2.8). Apoptoz
kosullarinda  aktive edilen represoriin  GPD1 transkripsiyonunu baskiladigi
diistiniilmektedir. Bu faktorlerden birisi de Rpd3p olup apoptozda islevleri oldugu da
rapor edilmistir (Anonim 2020a). S. cerevisiae genlerinin transkripsiyonlarinin

kontroliinde yer alan diizenleyici faktorler giiniimiize kadar yapilan in-vivo ve in-siliko
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calismalardan derlenerek YEASTRACT veritabaninda saglanmistir (Anonim 2020b). Bu
tez caligmasinda incelenen genlerin kontroliinde islevi olan transkripsiyon faktorlerinin

tayin edilmesinde de YEASTRACT veritabin siklikla kullanilmistir.

CYC1 geni S. cerevisiae'da ¢ok fonksiyonlu bir protein kodlar. Bu genden kodlanan
peptid “Cytochrome C, isoform 1” veya “iso-1-Cytochrome C” olarak adlandirilmistir ve
hem mitakondride elektron tasimiminda hem de apoptoz kosullarinda mitakondriden
sitoplazmaya gecerek apoptozun kaspazlar araciligi ile aktivasyonuda islevi vardir
(Dumont ve ark. 1991, Sherman 2005, Sharonov ve ark. 2005). Arastirmamizda apoptoz
aktivasyonu ile CYC1 geni transkripsiyonunun da 6nemli seviyede baskilandigi bulundu
(Cizlege 4.2). GPD1 genine benzer sekilde CYC1 geni transkripsiyonunun apoptozda
baskilanmasinda Torlp'nin de kismen islevi oldugu goriildi. Ancak apoptoz
aktivasyonunda islevi olan Cyclp'nin apoptoz kosullarinda transkripsiyonunun giiglii bir
sekilde baskilanmasinin protein seviyesinde de oldugunun gosterilmesi gerekir. Apoptoz
kosullar1 aktive edildiginde mitakondri islevinin hizli baskilanmasi i¢in CYC1 geni
transkripsiyonu baskilanmig olabilir. Mitokondride normal kosullarda bulunan ve depo
edilen Cyclp ise apoptozun aktivasyonu i¢in yeterli olabilir. Apoptoz kosullarinin CYC1
transkripsiyonuna etkileri daha 6nce de laboratuvarimizda yapilan bir tez ¢aligmasinda
incelenmistir. Bu ¢alismada apoptoz kosullari salisilik asit ile indiiklenmistir ve CYC1
geni transkripsiyonunun tamamen baskilandig1 gosterilmistir (Keskin 2018). Bu ¢aligsma
elde edilen sonuglarimizi teyid etmekle birlikte salisilik asitin apoptoz kosullarmin

indiiklenmesinde asetik asite gore daha etkin oldugunu da gdstermektedir.

SUC2 geni transkripsiyonunda apoptoz kosullarinda yaklasik 10-kat kadar baskilanma
oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.3). SUC2 metabolik bir enzim olan invertaz enzimigeni
transkripsiyonunda ni kodlamaktadir ve bu enzimin apoptoz kosullari ile baglantisi
yoktur. SUC2 genindeki baskilanma yine apoptoz kosullarinda aktive edilen Rpd3p gibi
represorlerin aktivasyonu ve SUC2 transkripsiyonunu baskilamas: ile agiklanabilir.
YEASTRACT kayitlarinda SUC2 geni transkripsiyonu kontrol eden ¢ok sayida
transkripsiyon faktorleri rapor edilmistir. Bu faktorlerden bazilarmin da represor
kodlayan kromatin modifiye edici faktorler (Nrglp vd gibi) ve represor faktorler (Raplp,
Miglp vd gibi) oldugu gorilmektedir (Anonim 2020b). Aktive edilen Apoptoz
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kosullarinda invertaz aktivitesinin de onemli derecede azaldigi bulundu. Bu durum
apoptoz kosullarinda invertaz biyosentezinin ve periplazmik alana invertaz

sekresyonunun da baskilandigini gostermistir.

Otofaji de hiicresel metabolizmanin korunmasi igin gerekli bir siire¢ olup otofajinin
molekiiler mekanizmalar1 S. cerevisiae da kesfedilmistir (Suzuki ve ark. 2002, 2010,
2011). Otofaji kosullar1 apoptozdan farkli olarak hiicrenin pargalanmasi ile sonuglanmaz.
Otofaji aktivasyonu ile stres kosullarinda bazi makromolekiillerin pargalanarak yeniden
hiicre i¢inde kullanimi, yanlis katlanmis proteinlerin tekrar amino asit kaynagi olarak
kullanimin1 ve hasarli organellerin de degredasyonu saglanir. Otofaji kosullar1 g¢esitli
sekillerde aktive edilir. Hiicreleri uzun siireli olarak a¢ birakmak veya Tor1 kinazi inhibe
etmek genel otofajiyi aktive eden islemlerden bazilaridir (Klionsky ve Emr 2000). S.
cerevisiae hiicrelerini uzun siireli agliga birakmak (72 -96 saat kadar) otofajiyi aktive
etmekle birlikte arastirmamizda kullanilan plazmit vektorlerinin maya hiicrelerinde
kopya sayisinda da degisime neden olabilir. Bu nedenle arastirmamizda S. cerevisiae
hiicrelerinde otofajiyi aktive etmek icin uzun siireli aglik yerine Torlp kinaz inhibitorii
olan kafein kullanild1 (Rallis ve ark. 2013). Logaritmik agsamada bulunan S. cerevisiae
hiicrelerinde kafein uygulanmasi ile uyarilan otofaji sinyali ile GPD1, CYC1 ve SUC2
genleri ekspresyonu ve invertaz sentezi ve sekresyonunda apoptozdan farkli bir
diizenlenme oldugu bulundu. Otofaji indiiklenmis kosullarda yaban tip maya susunda
GPD1 geni transkripsiyonunda diisiik seviyede (yaklasik % 25 kadar) azalma oldugu,
CYC1 geni transkripsiyonunda otofaji aktivasyonu ile degisiklik olmadigr ve SUC2
geninde transkripsiyonun 3-kat kadar azaldigi bulundu. TOR1 mutant susunda ise otofaji
aktivasyonu ile GPD1 transkripsiyonunda higbir degisiklik olmadigi goriildii. Bu durum
kafein uygulamasinin veya uygulama stiresinin Torlp aktivitesini tiimiiyle bloke etmek
i¢in yeterli olmadigini da gostermektedir. Cilinkii TorIp nin hi¢ bulunmadigr mutant susta
GPD1 transkripsiyonu kafein ile inkiibasyondan hi¢ etkilenmemektedir. Diger taraftan
GPD1 transkripsiyonu i¢in gerekli olan Hoglp kinazin da normal kosullarda GPD1
transkripsiyonu i¢in gerekli olmasina ragmen (¢linkii yaban tip susta 2081 iinite olan
transkripsiyon mutantda 824'e diismektedir) otofaji kosullarinda gerekli olmadigini ve

otofaji aktivasyonu ile hoglA mutant susta transkripsiyonun %60 kadar aktive edildigi
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bulundu. Ancak mutant susta otofaji kosullarinda GPD1 transkripsiyonun yaban tip

sustan daha diisiik seviyede ger¢eklestigi de goriilmektedir.

Otofaji kosullarinda CYC1 geni transkripsiyonuna Torlp ve Hoglp kinazlarin da farkl
sekilde etkiledigi goriilmektedir. Yaban tip susta otofaji aktivasyonundan etkilenmeyen
CYC1 transkripsiyonunun hem hogl ve hem de Torl mutant susta yaklasik %35 kadar
azaldig1 goriilmektedir. Bu durum kafeinin olusturdugu fizyolojik stresin farkli faktorlere
de etki ederek CYC1l ve GPD1 transkripsiyonlarina farkli yonlerde etki ettigini

gostermektedir.

Retrograd regiilasyon biitlin Okaryotlarda goriilen ve oragenller ile niikleus arasinda
genetik koordinasyon saglayan bir kontrol mekanizmasidir. Retrograd regiilasyon hedef
genlerde transkripsiyonel kontrol ile saglanir. Bu transkripsiyon faktorleri ise heterodimer
olarak hedef promotorlara baglanan Rtgl/Rtg3 kompleksidir (Jia ve ark. 1997, Liao ve
Butow 1993). Bu transkripsiyon faktorii kompleksinin hedef genlerdeki baglanma dizileri
(R kutusu sekanslari: GTCAC veya GGTAC dizisi) hem in-vivo ve hem de in-siliko
yontemler ile belirlenmistir ve YEASTRACT veritabaninda saglanmaktadir (Anonim
2020b). R kutusu sekanslarinin arastirmamizda kullanilan GPD1, CYC1 ve SUC2 genleri
promotor dizilerinde bulunup bulunmadiklart da YEASTRACT kayitlar1 incelenerek
tayin edildi. Elde edilen analiz soniglart her 3 gende de ¢ok sayida R-kutusu sekansi
bulundugunu gostermektedir. Ancak, SGD ve YEASTRACT kayitlarinda yapilan
incelemede heniiz bu genlerin Rtg1/Rtg3 kompleksi tarafindan kontrol edildigine yonelik
kayitlara rastlanmamistir (Anonim 2020a, Anonim 2020b). Bu durumda ilgili genlerin
promotor bdlgelerinde belirlenen R-kutusu sekanslarinin islevsel oldugunun da yapilacak
sekans delesyonu ile in-vivo olarak teyid edilmesine ihtiya¢ vardir. Bu sekanslarin
islevsel oldugu saflastirilacak Rtgl/Rtg3 kompleksi faktorleri kullanilarak yapilacak
EMSA (elektroforetik mobility shift assay) veya DNazl footprint ¢alismalari ile in vitro
olarak da test edilebilir. Ancak bu caligmalar bu asamada tez Onerimizin amaglari

disindadir.

GPD1, CYC1 ve SUC2 genleri S. cerevisiae'da 6nemli metabolik islevleri olan genlerdir.

Bu genlerin apoptoz ve otofaji kosullarinda transkripsiyonel kontrol mekanizmalarinin
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farkli sekillerde etkilendigi bu tez calismasinda gosterilmistir. Ayrica bu genlerde
transkripsiyonun retrograd kontrol altinda olabilecegine iliskin de ilk bulgular elde

edilmistir.
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EK 1. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

1: YPD (Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz)

10 g yeast ekstrakt ve 20 g pepton saf suda ¢oziildii. Kat1 besiyeri (petriler) i¢in, sivi
besiyeri ortamina 20 gram/litre olusturacak sekilde Agar agar eklendi ve 121°C
sicaklikta, 25 dk steril edildi. Karbon kaynagi olarak %20’lik stok ¢6zelti halinde glikoz
hazirlandi, 121°C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. Glikoz, kullanimindan once
besiyerlerine son konsantrasyonu %?2 olacak sekilde ortama ilave edildi.

2: Yeast Nitrogen Base, YNB

1,7 gram/litre Yeast Nitrogen Base (YNB), 5 gram/litre Amonyum siilfat distile suda
¢oziillip, otoklavda steril edildi. Otoklavdan sonra gerekli aminoasitler 0.45 mm’lik disk
filtre ile steril edilerek verilen konsantrasyonlarda besiyerine eklendi.

Kat1 besiyerleri igin 20 gram/litre olacak sekilde Agar agar ilave edildi. Glukoz son
konsantrasyonu %2 olacak sekilde %20’lik steril stok ¢ozeltiden deneydeki kullanimdan
hemen 6nce ilave edildi.

3: Sc-Ura besi yeri

Urasil igermeyen sentetik tam besiyeri olarak transformantlarin tiretilmesinde kullanildi.
Bu besiyerinin hazirlanmasinda 1.7 gram/litre YNB, 5 gram/litre Amonyum siilfat
distile suda ¢oziildii. Otoklavda 121°C sicaklikta, 1 saat steril edildi. Otoklavdan sonra
herbir litre i¢in 1.98 gram/litre olacak sekilde Sc-ura besiyeri tartilip distile suda
¢oziildii ve filtre sterilizasyonu yapilarak besiyerine ilave edildi. Kat1 besiyeri i¢in 20
gram/litre olacak sekilde agar ilave edildi. Bu besiyeri kullanimdan 6nce steril %20
glukoz stok ¢6zeltisinden son konsantrasyonu %2 olacak sekilde glukoz eklendi.

4: Lityum Asetat Cozeltileri (1M ve 0,1M)

Lityum asetat (Molekiil agirhigi: 102,02) 1M olacak sekilde saf suda hazirlandi ve 0,45
um por capli steril disk filtreler ile steril edildi.

5: Polietilen Glikol (%650 PEG)

Polietilen Glikol (PEG) (Molekiil agirligi: 3,350) distile suda %50°1ik stok ¢ozelti
olarak hazirlanip, 121°C’de 25 dk otoklavda steril edildi.

6: SDS (%0,1) ve Kloroform Cozeltileri

Sodyum dodesil siilfat (SDS), steril distile suda %0,1°lik stok ¢6zelti olarak hazirlandi.
Kloroform seyreltilmeden, dogrudan stoktan kullanildu.
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7: Lizis Tampon Cozeltisi (Break Buffer)

Lizis Tampon Cozeltisinin (Break Buffer) Bilesenleri:
100 mM Tris.HCI (pH: 8)

1 mM 1,4-Dithio-DL-threitol (DTT)

%20 Gliserol

4 mM Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF).

8: B- Galaktozidaz Tampon Cézeltisi (Z Buffer)

Z Buffer icerigi:

60 mM NazHPO4.7H:0,

40 mM NaH2PO4.H20,

10 mM KCl,

1 mM MgS0Oa4.7H20

50 mM B-Merkepto-etanol ¢ozeltisi

Yukarida belirtilen son konsantrasyonlarda, steril distile su ile hazirlanip +4°C’de
sakland1

9: Lowry Cozeltileri

I: Lowry A ¢ozeltisi:

20 g Na,CO3z ve 4g NaOH, toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda ¢oziildii.
I: Lowry-BI1 ¢ozeltisi:

1 g CuSOs, toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile ¢oziiliip, +4 °C’de
depolandi. I1I: Lowry-B2 ¢ozeltisi:

2 g Sodyum potasyum tartarat, toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile
¢oziliip, +4 C’de depo edildi. (Stok ¢ozelti)

1IV: Lowry-C cozeltisi:

Her deney i¢in, Lowry-A, Lowry-B1l ve Lowry-B2 stok ¢ozeltilerden belirlenen
konsantrasyonda taze olarak hazirlandi.

Lowry-C Cozeltisinin Icerigi:

24,5 ml Lowry A,

250 pl Lowry B1,

250 pl Lowry B2.

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

ONPG (Sigma N1127), en son konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde Z-tampon
¢ozeltisi icinde hazirlanip, +4°C’de saklandi.
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EK 2. B- Galaktozidaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

B-galaktozidaz aktivitesi asagida verilen formiile gore hesaplandi.

Aktivite: (ODa4z20x 1.7/0.0045) /(txVVxP)

ODa20: Sar1 rengin absorbansi

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

0,0045: ONPG’nin molar absorbsiyon katsayisi

t: B-galaktozidaz reaksiyon siiresi (dakika)

V: B-Galaktozidaz dl¢iimiinde kullanilan hiicre lizati hacmi (ml)

P: Hiicre lizatlarinin protein konsantrasyonlari (mg/ml)

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

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