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Saccharomyces cerevisiae, haploid veya diploid olarak bulunabilen tek hicreli
Okaryotik bir organizmadir. Tek hiicreli olmasina ragmen, baz1 ¢evresel kosullarin etkisi
ile farkli gelisim siiregleri gostermektedir. Bu siirecler sporiilasyon ve psddohifsel
gelismelerdir. Diploid mayalarda azot agligimin Ras2 membran proteini tarafindan
kontrol edildigi bilinmektedir. Azot agligi durumunda aktif hale gelen Ras2 proteini,
protein kinaz A yolu araciligiyla, enzimleri ve transkripsiyon faktorlerini kodlayan ¢ok
sayida genin aktivitesini degistirmektedir. Sonug olarak, diploid mayalar tireme seklini
degistirmekte ve psodohifsel liremeye gegmektedir. Ras2 ve diger baz1 mutasyonlara
sahip sigma susu, haploid olsa dahi, pseudohif olusturmaktadir. Trehaloz, S. cerevisiae
icin 6nemli bir disakkarittir ve depo karbonhidrattir. Stres koruma faktorii olmakla
birlikte hiicreye glikoz girisini kontrol etmektedir. TPS1 ve — genleri de trehaloz
metabolizmasinda biyosentez ve katabolizmada islev goren enzimleri kodlamaktadir.
Bu tez ¢alismasinda, S. cerevisiae'de gorilen apoptoz, otofaji, pseudohifsel gelisim gibi
farkli hiicresel siireglerinin TPS1 ve NTH1 genlerinin transkripsiyonu (zerine etkileri
arastirildi. Farkli genetik Ozelliklere sahip suslara transforme edilen TPS1-LacZ ve
NTH1-LacZ gen flizyonlarinin transkripsiyon seviyeleri [-galaktozidaz enzim tayin
methoduyla belirlendi. Apoptoz kosullar1 aktive edildiginde TPS1 ve NTH1 gen
ekspresyonunun 2 kat baskiladig1 goriildii. Ancak, otofaji kosullarinin aktive edilmesi
ile hem TPS1 ve hem de NTH1 geni trasnkripsiyonunda farkli seviyelerde aktivasyon
oldugu bulundu. Diploid maya hiicresinde sporulasyon aktivasyonunda NTH1 geni
transkripsiyonunda Onemli bir azalma oldugu tayin edildi. NTH1 ve TPS1 gen
transkripsiyonlarmin S. cerevisiae’nin farkli hiicresel gelisim veya farklilasma
stireclerinden farkl sekillerde etkilendigi goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Maya, Otofaji, Transkripsiyon, Trehaloz.
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Saccharomyces cerevisiae is a unicellular eukaryotic organism that can be found as
haploid or diploid. Although it has a single cell, it shows different developmental
processes under the influence of some environmental conditions. These processes are
sporulation and pseudohyphal developments. It is known that nitrogen starvation in
diploid yeasts is controlled by the Ras2 membrane protein. The Ras2 protein, which is
activated in nitrogen starvation, changes the activity of many genes encoding enzymes
and transcription factors through the protein kinase A pathway. As a result, diploid
yeasts change their growth pattern and pass on to pseudohyphal reproduction. Sigma
strain with ras2 and some other mutations produces pseudohyphae even though it is
haploid. Trehalose is an important disaccharide and storage carbohydrate for
S.cerevisiae. Although it is a stress protection factor, it controls the entry of glucose into
the cell. TPS1 and NTH1 genes also encode enzymes that function in biosynthesis and
catabolism in trehalose metabolism. In this thesis study, the effects of different cellular
processes such as apoptosis, autophagy, pseudohyphal development seen in S.
cerevisiae on the transcription of TPS1 and NTH1 genes were investigated. The
transcription levels of TPS1-LacZ and NTH1-LacZ gene fusions transformed into
strains with different genetic characteristics were determined by the [-galactosidase
enzyme assay method. When the apoptosis conditions were activated, it was observed
that TPS1 and NTH1 gene expression was suppressed 2-fold. However, different levels
of activation were found in both TPS1 and NTH1 gene transcription by activating
autophagy conditions. A significant decrease in NTH1 gene transcription in sporulation
activation in diploid yeast cell was determined. It is seen that NTH1 and TPS1 gene
transcriptions are affected differently by different cellular development or
differentiation processes of S. cerevisiae.
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1. GIRIS

Okaryotik hiicrelerde gelisim siireglerinde, apoptoz ve otofaji gibi farkli hiicre 6liim
yollar1 gorulmektedir. Apoptoz; programli hiicre 6lumudur ve ylksek organizasyonlu
canlilarda gelisim silirecinin tamamlanmasi, hasarli hiicrelerin programli olarak
organizmadan elimine edilmesi gibi siireclerin gergeklesmesinde rol almaktadir. Otofaji
ise; genel olarak hiicresel faaliyetlerin siirekliligi i¢in bazi proteinlerin ve organellerin
programli olarak parcalanmasi ve gerektiginde yeniden amino asit kaynagi olarak
kullanilmas: siirecidir. S. cerevisiae’de, bu iki hiicresel farklilagsma siirecine ek olarak
diploid hiicrelerde ortam kosullarina bagli sporulasyon da goriilmektedir. Ayrica besin
acligi durumunda S. cerevisiae hicreleri tek hicreli formdan cok hiicreli psédohifsel
yaptya doniisebilirler. Biitliin bu gelisim ve farklilagsma siiregleri hem hiicre i¢i ve hem
de hiicre dis1 sinyallere bagli olarak kontrol edilmektedir. Otofaji basta olmak iizere,
apoptoz, psodohifsel gelisme ve sporulasyonun molekiiler mekanizmasi ve bu

stireclerde yer alan faktorler S. cerevisiae’da oldukga iyi analiz edilmistir.

Trehaloz, mantarlar aleminde yer alan organizmalarda, bazi bitkilerde ve boceklerde
sentezlenen disakkarittir. Mayanin depo karbonhidratidir ve stres koruyucu metabolit
olarak islev goOrmektedir. Ayrica hiicreye glukoz tasiniminda da islevi oldugu
gosterilmistir. Trehaloz biyosentezi ve yikimi hiicresel kosullara gore stirekli olarak
diizenlenmektedir. Bu diizenleme trehaloz biyosentezi ve yikiminda 6nemli olan genler
TPS1 ve NTHL1 ile ger¢eklesmektedir. TPS1; trehaloz sentaz enzim kompleksinin
onemli alt birimini kodlar. Bu genin delesyonunun bir¢ok maya tiiriinde letal oldugu
gosterilmistir ve maya igin esansiyel gendir. NTH1 geni ise hiicresel kosullara gére depo
edilen trehalozun, gerekli oldugunda hizli bir sekilde glukoza yikimi i¢in islevi olan
noétral trehalaz enzimini kodlar. Trehaloz sentaz ve trehalaz enzim islevlerinin hiicresel
kosullara gére dengeli olmas1 gerekir. Ciinki, stres kosullarma dayaniklilik icin yeterli
trehaloz olmamasi hiicrede letal etki yaratabilir. Alternatif olarak, stres kosullarinda
biriktirilen trehalozun normal hiicresel kosullara doniiste hizli sekilde yikiminin

gerceklesmemesi de hiicre metabolizmasinin normallesmesini 6nler.

Bu tez aragtirmasinda S. cerevisiae’da onemli islevi olan trehalozun biyosentezi ve

yikiminda islevi olan TPS1 ve NTH1 gen ekspresyonlarinin hiicresel farklilagsma



stirecleri olarak degerlendirilen apoptoz, otofaji, psddohifsel gelisim ve sporulasyon
kosullarinda nasil etkilendigi incelenmistir. Gen ifadesi analizlerinde ¢ok farkl
yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan birisi de raportér gen fiizyonlaridir. Bu tez
arastirmasinda da gen ifadesi analizinde TPS1 ve NTH1 genlerinin LacZ flizyonu olarak
hazirlanmis olan raportdr genleri kullanilmistir. Farkli mutant S. cerevisiea suslari
kullanilmis ve bu gen fiizyonlarinin transformasyonu sonucu yapilan transkript
seviyeleri tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar TPS1 ve NTH1 genlerinden yapilan
transkripsiyonun apoptoz, otofaji, sporulasyon ve psddohifsel gelisim siireglerinde farkl
sekilde kontrol edildigini gostermektedir. Apotoz kosullarinda her iki genin
transkripsiyonunda azalma goriiliirken otofaji kosullarinda 6zellikle NTH1 gen

ifadesinde 6nemli artis oldugu goriilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Saccharomyces cerevisiae’nin Hiicresel Ozellikleri

S. cerevisiae, genomik dstiinliikkleri ve pek ¢ok calisma alani agisindan GRAS
(Generally Recognized as Safe), yani giivenli olmasi, organizmanin en biiylik
avantajlarindandir. 90 dakika gibi kisa bir siirede bollinmesi, 6zellikle endustriyel
tiretimdeki roliinii 6nemli kilmaktadir. S. cerevisiae 'nin tireme ortamlari, kolay temin
edilebilen ucuz besiyerleridir. Heterolog gen ifadesi i¢in vektor gesitliligi fazla olup
transformasyonu da kolay ve etkindir (Feldman 2012). Ayrica genomu sekanslanan ilk

okaryot organizmadir (Goffeau ve ark. 1996).

Tek hiicreli olmasi bakimindan laboratuvarda ¢ok hizli iiretilebilir Genomu kolayca
mutajenize edilen ve degistirilebilen basit bir Okaryotik hicreyi temsil eden S.
cerevisiae, model bir sistem olarak kabul edilmistir (Botstein ve Fink 2011).
Bakterilerden biraz daha blylk bir genom yapisina sahip olan mayalar, prokaryotlarda
ve virlislerinde molekiiler genetikte hizli ilerlemeyi saglayan bir¢ok teknik avantaji
paylasmaktadir. Kati besiyeri ortaminda tek koloni olarak iireyebilmeleri mutant
secilimini miimkiin kilar, tireme hiz1 yiiksektir ve kisa siirede ¢ok sayida hiicre elde
edilir. Haploid ve diploid olarak bulunmasi da genler arasi etkilesimin incelenmesini
kolaylastir ve esansiyel genlerin galisilmasi igin sarth mutant elde etmek de miimkiindiir
(Amberg ve ark. 2005, Feldman 2012).

S. cerevisiae genomunda 16 kromozom vardir. Kromozomlara ek olarak genomda 2
mikron plazmiti, RNA virisleri ve Ty elementleri (Transposon Yeast) de bulunmaktadir
(Feldman 2012). Genomu kompakt yapida olup 12 Mb biiyiikligindedir ve
kodlanmayan bdlge miktart ¢gok azdir (Madigan ve Martinko 2010). Genomunun %70’1
ORF yani A¢ik Okuma Cergevelerinden olusmaktadir. Genler arasi bosluklar1 diger
Okaryotlara kiyasla daha kisadir. ORF’larinda %4 civarinda intron bolgesi igerir. 5570
protein kodlayan geni bulunur (Feldman 2012). Ayrica, insanda bulunan birgok genin
fonksiyonel homologu S. cerevisiae’da da bulunmaktadir. Bu nedenle S. cerevisiae

insan genlerinin molekdiler islevlerinin analizinde kullanilmaktadir.



S. cerevisiae’da genomu sekanslanan ve ayni zamanda genom veritabani da olusturulan
ilk okaryotik organizma olma &zelligi de tasimaktadir. S. cerevisiae kromozomlarmn
sekanslari, genlerin koordinatlari, gen yapilar1 ve kodlanan polipeptidlerin yapilari
oldukga ayrintili olarak Saccharomyces Genome Data Base (SGD) adli verilen veri
tabaninda agik erisim ile ulasilabilir durumdadir (Anonim 2020a, Cherry ve ark. 2012).
Bu veri tabanmindan saglanan genetik ve biyokimyasal veriler S. cerevisiae

arastirmalarinda oldukg¢a 6nemli bir yer tutmaktadir (Cherry ve ark. 2012).

S. cerevisiae hicreleri okaryotik hiicreler olmakla birlikte bazi farkliliklar da
icermektedir. Birgok Okaryottan farkli olarak S. cerevisiae hicrelerinde mitoz bolinme
sirasinda niikleus zar1 kaybolmaz. Buna kapali mitoz denir. S. cerevisiae’da lizozom da
bulunmaz. Ayrica, niikleus boliinmesi i¢in gereken yapi, spindle pole body, hayvan
hiicrelerindeki sentriolden farkli olarak niikleus zarina baghdir ve boliinen niikleus ve
kromozomlarin iki yavru hiicreye ayrilmasini saglar. Bununla birlikte hicre

dongiistiniin analizi igin ideal 6karyotik organizmadir. (Feldman 2012).

S. cerevisiae hucreleri haploid veya diploid olarak bulunabilirler. Haploid ve dipliod
hicreleri gorsel olarak ayirt etmek c¢ok zordur. Ancak mikroskopta boliinme
sekillerindeki farklilik dolayisiyla bu ayrim saglanabilmektedir. Sekil 2.1°de gosterildigi
gibi haploid hucrelerden tomurcuklanarak ayrilan yavru hiicreler, hiicrenin yan
taraflarinda meydana gelir. Buna aksiyal bélinme durumu denir. Diploid S. cerevisiae
hiiclerinin boliinmesinde ise birbirini izleyen boliinmeler ana hiicrede zit kutuplardan
olusur. Diploidlerdeki bu boliinmeye de bipolar boliinme denir. Haploid S. cerevisiae
hicreleri esey tipi/cinsiyet olarak MATa ve MATo olmak Uzere iki ¢esittir. Haploid
hicreler ayni ortamda bulunduklarinda feromon iiretip esleserek diploidleri S. cerevisiae
hlcrelerini olustururlar. Fakat diploid asama bazi maya tiirlerinde kalici degildir.
Kolaylikla spor olusturarak tekrar haploid maya hiicrelerini olustururlar. Ancak diploid
S. cerevisiae normal iireme ortaminda spor olusturmaz, sadece olumsuz kosullarda
(6zellikle karbonhidrat eksiligi veya azot agligi gibi) sporulasyon ile tekrar haploidleri
olusturmaktadir (Feldman 2012). Haploid maya hiicreleri, uygun kosullar altinda
MATa/MATa diploidleri iiretmek i¢in birbirleriyle ¢iftlesebilen tip a veya o (sirasiyla
MATa ve MAToa) ciftlesme olabilir.



Bu diploid hiicreler ¢iftlesemez, ancak mitotik olarak ¢ogalabilir veya haploid sporlar
uretmek icin mayoza bolunme gecirebilirler (Sekil 2.2). (Duina ve ark. 2014).

axial budding
Landmark proteins

Haploid Haploid cells Diploid cells

aoracell Bud3p Budfp
Bud4p Budop
Axllp
Ax2p

bipclar budding

Diploid

afa cell

distal proximal

Sekil 2.1. Haploid ve diploid S. cerevisiae’da budding farkliligi (Oleferenko ve ark
2009)
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Sekil 2.2. S. cerevisiae haploid ve diploid hiicre dongusi (Duina ve ark. 2014).

2.2. S. cerevisiae’da Psodohifsel iireme ve Kontrol Mekanizmalar:

Maya hiicrelerinde glukoz ve azot kullanimi1 ve bu temel besinlerin tiirii ve miktar
metabolik kontrol icin olduk¢a ©nemlidir. Haploid ve diploid maya hicreleri
karbonhidrat ve azot kaynaklari ve miktarina gore farkli gelisim siireglerine
ugrayabilirler. Diploid maya hiicreleri iireme ortaminda yeterli azot (NH4) bulunmadigi
durumda bir siire sonra dimorfik doniigiime ugrarlar (Dimorphic switch). Bu dimorfik
dontisiim sonucunda da normal olarak tomurcuklanma ile c¢ogalan maya hiicreleri
pseudohifsel iireme asamasina gegerler (Gimeno ve Fink 1994, Gancedo 2001).
Pseudohifsel Uremede maya hiicreleri bolinmeye devam edebilirler, fakat bolinen
hicreler biribirine bagh kalir, kiiflere benzer bir ipliksi yap1 olustururlar. Fakat kiiflerde
goriilen hif yapilarindan farkli olarak pseodohiflerde hiicreler arasinda baglh vardir,
farkli hiicrelerin sitoplazmalari kaynasmaz, sinsizyum olusmaz (Sekil 2.3). Haploid
hiicrelerde ise azot ach@ invaziv iireme olarak bilinen sekilde gelisir. Invaziv {iremede
maya hiicreleri agar yiizeyinde degil agar i¢ine dogru iireme gosterir (Kron ve ark.

1994). Diploid mayalarda azot ac¢liginin membran proteini olan Ras2 ile algilandigi



bulunmustur. Azot a¢ligi durumunda aktif hale gelen Ras2 proteini protein kinaz A
yolagi aracilifi enzim ve transkripsiyon faktorleri kodlayan cok sayida genin
aktivitesini degistirir. Bunun sonucu olarak da diploid mayalar iireme seklini degistirip

pseudohifsel Uremeye gegcebilirler (Gimeno ve Fink 1994).

Sekil 2.3. Mayada Pseudohypeal Greme (Gimeno and Fink 1994)

2.3. S. cerevisiae’da Sporulasyon ve Onemi

Diploid maya hiicreleri normal besiyerinde azot ve glukoz miktar: yeterli ise mitotik
olarak bolunerek Uremelerine duragan faza kadar devam ederler. Duragan fazda ise
latent olarak uzun siire kalabilirler. Ancak diploid maya hiicrelerinin iireme ortaminda
hem azot ve hem de fermentasyonla kullanilacak karbonhidrat bulunmadiginda
bolinmeyi durdurup sporulasyon asamasina gegebilirler. Sporulasyon igin maya
genomunda ¢ok sayida genin koordineli olarak islev gérmesi gerekir. Deneysel olarak
sporulasyon glukoz yerine iireme ortamina potasyum asetat verilerek de uyarilabilir
(Amberg ve ark.2005). Sporulasyon 24-36 saat gibi bir sirede tamamlanabilir. Ancak
diploid maya hiicrelerinin ayni susa ait olsa dahi %100 degil belirli bir blotimii

sporulasyona ugrar. Sporulasyon etkinligi diploid S. cerevisiae susuna gore degisiklik



gosterebilir. Bu degisikligin sporulasyon icin gerekli olan gen ifadelerinin farkl
hiiclerde ifade seviyelerinin farkli olmasindan kaynaklandigi distiniilmektedir.
Sporulasyon hucresel anlamda mayoz bélinmedir. Normal mitotik bélinme siirecinden
besin acligi sonucu mayoz boliinme programi baglatilir. S. cerevisiae genomunda
sporulasyon siiresince 1000 genin ifade seviyesinde oOnemli degisiklik oldugu
bulunmustur (Neiman 2005, Feldman 2012). Bu genlerden bir grubu spor duvarinin
sentezi i¢in gereklidir (spo75 ve spo77 gibi). Bazilar ise 1. mayozda rekombinasyon

icin gereklidir (spol6 ve spo 22 genleri) (Feldman 2012, Anonim 2020a).

Maya’da mayoz boliinme icin gerekli faktorlerin kodlandigi genler ana regiilator olarak
bilinen (master regultor) IME1 (Inducer of Meiosis I) tarafindan aktive edilir. IME1
transkripsiyon faktoriidiir ve mayozun baslangic asamasinda gerkli olan enzim ve
yapisal proteinlerin kodlandig1 genleri aktive eder (Kassir ve ark. 1988, Anonim 2020a).
Sporulasyonda ve dolayisiyla mayozda gerekli olan diger bir ana diizenleyici faktor ise
RME1’dir (Regulator of MEiosis 1) (Kassir ve Simchen 1976). RMEL ¢ok yonlu bir
transkripsiyon faktoriidiir. Normal kosullrda iiretilen maya hiicrelerinde IME1 geni
transkripsiyonunu baskilarken ayn1 zamanda mitotik hiicre dongiisiinii de aktive eder.
Bu sekilde normol kosullarda iiretilen diploid hiicrelerde ve haploidlerde mayoz

boliinme gergeklesemez (Kassir ve Simchen 1976, Anonim 2020a).

Sporulasyon sirasinda dnce mitotik bdliinme durur ve 1. mayoz gerceklesir. Daha sonra
ise II. mayoz gergeklesir. I. ve II. mayoz sirasinda spor duvari (spore wall) sentezi de
mayozla es zamanh olarak gerceklesir. Sporulasyon siireci sonucunda diploid maya
hiicresinden spor kesesi iginde bulunan 4 haploid maya hiicresi meydana gelir (Sekil
2.4). Spor kesesi igindeki bu haploid mayalarin tamamina tetrad denir. Tetrad da yer
alan haploid mayalar disseksiyon mikroskobu ile birbirinden ayrilarak mayoz sonucu

olusan haploid mayalar (diger ifade ile gametler) genetik olarak incelenebilir.
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Sekil 2.4. S. cerevisiae'de spor ve ascus olusum asamalar1 (Neiman 2005)

2.4. S. cerevisiae’da Apoptoz ve Otofaji Surecleri

Apoptoz ilk kez C. elegans’da tanimlanan programli hiicre 6liimii mekanizmasidir (Ellis
ve Horwitz, 1986; Nunez ve ark., 1998). Apoptoz sireci sonunda herhangi bir hicre
atigi kalmadan hedef hiicre tamamen yok edilir. Apoptoz farkli siiregler tarafindan
aktive edilir ve hiicre i¢inde kazpaz olarak adlandirilan spesifik proteazlarca tamamlanir
(Ellis ve Horwitz, 1986; Nunez ve ark., 1998). Cok huicrelilerde ve 6zellikle insanda
ayrintili olarak calisilan apoptoz S. cerevisiae’da da kesfedilmistir. S. cerevisiae’da
CDC48 geni delesyonlu maya suslarinda apoptoz benzeri hiicresel siire¢ sonucu hiicre
olimi gorilmiistir (Madea ve ark., 1997, 2002). cdc48 mutantt maya hiicrelerinin
mikroskobik analizlerinde apoptotik vezikiil benzeri yapilar oldugu tayin edilmistir.
Daha sonra yapilan analizlerde ise bu siliregte apoptozda goriilen kromatin
fragmantasonunun da goriildiigii tayin edilmistir. S. cerevisiae’da apoptozun uyarilmasi
icin gerekli kimyasal uyaranlar da tayin edilmistir. Uzun siireli aglik, diisiik pH, ve
yiiksek tuz konsantrasyonuna uzun siireli maruz birakma gibi stres faktorlerinin mayada
apoptozu aktive ettigi tayin edilmistir (Strich 2015). Mayada apoptoz uyaran kimyasal

olarak en yaygin kullanilan madde asetik asittir (Ludivico ve ark. 2001).



S. cerevisiae’da apoptoz siirecinde yer alan enzim ve diger proteinler de genetik olarak
tayin edilmistir. Insan hiicreleri kadar kaspaz ¢esitliligi olmadigi goriilmiistiir. S.
cerevisiae’da kaspaz benzeri aktivitesi olan ve apoptoz i¢in gerekli olan enzim de tayin
edilmistir ve YCAL1 olarak (Yeast CAspase 1) adlandirilmistir (Madeo ve ark., 2002).
YCAI enzimi reaksiyon mekanzimasi farklilig1 dolyisyla daha sonra metakaspaz MCA1
olarak adlandirilmistir. insanda kaspaz enzimleri sistein spesifik proteazlardir. Ancak,
mayadaki kaspaz olan MCAI1 arjinin ve lizin birimlerinin oldugu yerlerden hedef
proteinleri keser (Wilkinson ve Ramsdale, 2011). MCA1’e ek olarak apoptoz siirecinde
yer alan diger faktorler de belirlenmistir. Bu faktorlerin ¢ogunun farkli 6zelliklerde
proteazlar oldugu goriilmektedir (Strich 2015). Bunlardan; Nmalllp kaspaz3 benzeri
enzimatik aktiviteye sahiptir. Aiflp ve Nuclp ise spesifik nikleazlar olup apoptoz
kosullarinda DNA fragmentasyonunu gerceklestirirler. Kex1p ise diger kaspas benzeri

proteazdir (Strich 2015).

Otofaji ise S. cerevisiae’da molekiiler mekanizmasi oldukg¢a iyi aydinlatilmis bir
hicresel suregtir (Ohsumi 2014). Otofaji ¢esitli stres kosullarinda bazi hiicre
bilesenlerinin degredasyonu olarak da adlandirilir. Cesitli organellerin par¢alanmasi
(ribofaji, mitofaji gibi) veya genel olarak denatiire proteinlerin par¢alanmasi sekilde
tanimlanabilir. Otofaji siirecinde gerekli olan faktorlerin kdolandigr genler ATG
(AuTophaGy related) genleri olarak tanimlanmistir (Delorme-Axford ve Klionsky
2018). S. cerevisiae’da ATG genleri islevleri ayrintili olarak tanimlanmistir ve bu

genleri insanda da otofaji i¢in gerekli homologlarinin oldugu kesfedilmistir.

Otofaji slreci besin acligi ile uyartlir (Noda ve Ohsumi 1998). Otofaji uyarimi
sonucunda sitoplazmada ATG proteinleri tarafinda ¢ift tabakali membran yapis1 igeren
otofagozom yapilart meydana gelir (Sekil 2.5). Otofazom denatiire proteinleri tekrar
amino asitlerine pargalayip hiicre metabolizmasina destek saglanir. Bu sekilde hem
hasarl1 proteinler hiicreden uzaklastirilir ve hem de hiicreye yeniden amino asit kaynagi
saglanmis olur (Delorme-Axford ve ark. 2015, Ohsumi 2014). Otofaji slrecinde de S.
cerevisiae’da hem ATG genlerinin ve hem de aclik stresine yanit olarak diger genlerin

transkripsiyonlarint kontrol eden ¢ok sayida transkripsiyon faktorii tayin edilmistir.
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Bunlardan bazilari; Ume6p, Pho23p, Rphlp, Rim15p, Gendp, GIn3p, Gatlp ve Yaplp
gibi transkripsiyon faktorleridir (Delorme-Axford ve Klionsky 2018).
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Sekil 2.5. S. cerevisiae’da makrootofajinin asamalar1 (Delarmo-Axelford ve ark. 2015).

2.5. S. cerevisiae’da Trehaloz Metabolizmasi ve Metabolik Onemi

Tomurcuklanan maya Saccharomyces cerevisiae’da glikojen ve trehaloz olmak (izere
iki tip depo karbonhidrati bulunur. Glikojen, tekrarli glukoz birimlerinden meydana
gelir. Glukoz duiz zincir olarak alfa 1-4 glikozidik bag ile polimer olusturu. Nadir olarak
bu linner polimerde alfa 1-6 glikozidik bag ile dallanma da olabilir. Trehaloz ise iki
glukoz molekiluniin alfa 1-1 glikozidik bag ile baglanmas: ile olusan bir disakkarittir.
Glikojen ve trehaloz seviyeleri hiicre i¢inde lireme asamalarina gore farklilik gosteririr.
Glikojen normal Greme kosullarinda sentezlenip depo edilirken trehalzo daha ¢ok besin
acligi, 1s1 soku gibi stres kosullarinda daha fazla sentezlenerek depo edilir. (Francois ve
Parrou 2001). Hem glikojen biyosentezi ve hem de trehalaz biyosentezi glikolize baglt
olan biyosentez  yolaklaridir  (Sekil 2.7). Hiicre igine aliman  glukoz
hekzikinaz/glukokinaz ile glukoz 6-fosfata doniisiir. Glukoz 6 fosfat hem glikojen ve
hem de trehaloz biyosentezi icin énemli substratlardan birisidir. Glikojen ve trehaloz
biyosentezi 6zellikle glukoz 6- fosfat ortak substrat havuzundan sentezlendikleri icin

birbiri ile baglantilidir (Sekil 2.7). Glikojen sentezi ¢ok sayida enzim gerektiren bir
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biyosentez siirecidir. Bu tez ¢alismasinda glikojen sentezi incelenmedigi i¢in bu yolakla

ilgili literatlir verilmemistir.

Trehaloz biyosentezi henm glikolitik yolak tzerine olan dlzenleyici etkisi ve hem de
stres metaboliti oldugundan enzimolojisi ve genetigi ¢ok iyi aydinlatilmis bir metabolik
yolaktir (Francois ve Parrou 2001). Treholoz, trehaloz fosfat sentaz (kisaca TPS) enzim
kompleksi tarafindan iki kademede sentezlenir. Bu enzim kompleksi dort alt birimden
olusur. Bunlar TPS1, TPS2, TPS3 ve TSL alt birimleridir (Bell ve ark. 1998).. Bu alt
birimlerin 6zellikleri Cizelge 2.1°de verilmistir. Trehaloz fosfat sentaz enzim kompleksi
onemli alt birimlerden birisi Tpsl’dir. Trehaloz metabolizmasinda onemli diger
enzimler ise trehaloz molekdlinu hidroliz eden trehalaz enzimleridir. Trehalazlar notr
(Neutral Trehalase :NTH) ve asidik trehalaz (Acidic Tehalase: ATH) olarak iki farkli
tipte bulunurlar. Sitoplazmada trehaloz dongiisii i¢in gerekli olan trehalaz Nth1’dir.
Asidik trehalaz vokuolde ve hiicre disinda bulunmaktadir (Kopp ve ark. 1993,
Destruelle ve ark. 1995). Trehaloz fosfat sentaz ve trehalaz birbirine zit yonde calisan
iki enzimdir. Trehaloz biyosentezi sirasinda ara metabolit olarak olusan trehaloz -6-
fosfat hekzokinaz enzimi inhibitoriidiir. Hekzokinaza etki ederek hiicreye glukoz grisini

kontrol eder (Blazquez ve ark. 1993).
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Sekil 2.6. S. cerevisiae’de glikojen ve trehaloz sentez metabolizmas: yolu (Francois ve
Parrou 2001).
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Cizelge 2.1. Trehaloz metabolizmasi1 Enzimleri

Gen Uriini Fonksiyonu

TPS1 Trehaloz-6-P sentaz Trehaloz sentezi

TPS2 Trehaloz-6-P fosfotaz Trehaloz-6-P
defosforilasyonu

TSL1 ( TPS3) Duzenleyici alt birimler Trehaloz sentaz
kompleksinin stabilizesi

NTH1 Notral, sitosolik trehalaz Stoplazmik trehalozun
hidrolizi

ATH1 Asidik, vakuolar trehalaz | Vakuolar ve hiicre disinda
bulunan trehalozun
hidrolizi

2.6. 8. cerevisiae’da TPS1 ve NTH1 Genleri ve Kontrol Mekanizmalari

TPS1 (Trehalose 6-Phosphate Synthase 1) geni S. cerevisiae’da Il kromozomda bulunan
ve intron icermeyen bir gendir (Bell ve ark. 1992). TPS1 geni transkripsiyonu ¢ok
sayida transkripsiyon faktorii tarafindan kontrol edilmektedir. Bu faktdrlerden en
onemlileri ise genel strese yanit olarak aktive edilen Msn2p ve Msn4p transkripsiyon
faktorleri kompleksidir (Msn2/4). TPS1 geni promotoruna baglanan islevsel olarak
karakterize edilmis transkripsiyon faktorleri listesi tezin sonuglar boliimiinde ayrica
verilmistir ve online kaynak olarak YEASTRACT’dan saglanmaktadir (Anonim
2020b). Genin kodlama bolgesi 1485 niikleotid olup 495 amino asit uzunlugunda tek
polipeptid kodlar. TPS transkripsiyonu sicaklik stresi, okdidatif stres gibi gevresel
faktorlerle aktive edildigi gibi lireme asamasina gore de transkripsiyonu kontrol edilir
(Francois ve Parrou 2001). TPS1 geni delesyonu bazi maya suslarinda letaldir. Dtpsl
mutanti maya suslar1 glukozda lireyemez. Bu nedenle bu mutant susalrin iiremesinde
galaktoz, gliserol ve laktat gibi karbon kaynagi kullanilmak zorundadir (Thevelein ve
Hohmann 1995). Atpsl mutanti maya susu galaktoz iireme ortamindan alinip glukoz
ortamina aktarildiginda iliremenin hemen durdugu, sitoplazmada hizli sekilde ATP

seviyesinin diistiigii goriilmiistiir. Glukoz toksisitesi denilen bu durumun hiicrede

14



trehaloz 6-fosfat sentezlenemedigi i¢in hekzokinazin asir1 aktivitesi sonucu kontrolsiiz
glukoz fosforilasyonundan kaynaklandigi bulunmustur (Thevelein ve Hohmann 1995,

Blazquez ve ark. 1993,).

NTH1 geni ise hiicrede biriken trehalozun stres sonrasi hizli sekilde tekrar glukoza
hidrolizi i¢in gerekli enzim olan noétral trehalazi kodlar. Bu gen mayada IV
kromozomda bulunur ve intron icermez. Kodlama bdélgesi 2256 nikleotid olup 751
amino asit uzunlugunda bir enzim olan nétral trehalazi kodlar. NTH1 geni
transkripsiyonu da farkli faktorler tarafindan kontrol edilmekle birlikte bu genin ifadesi
daha ¢ok translasyon seviyesinde trehalaz enziminin fosforilasyonu-defosforilasyonu ile
kontrol edilir. Fosfoprotein olan Nthlp nin aktivitesi metabolik sinyallere gore Protein
Kinaz A ile kontrol edilir (App ve Holzer 1989). NTHL1 geni transkripsiyonu da genel
stres transkripsiyon faktorleri Msn2/4 ile kontrol edilmektedir. Bu genin kontrol
bolgesinde de Stres Yanit Elementi (Stress Response Element: STRE) sekansi
bulunmaktadir ve bu sekansin da NTH1 transkripsiyonu icin gerekli oldugu

gosterilmistir (Nwaka ve ark. 1995, Nwaka ve Holzer 1998).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Arastirmada Kullamlan Maya Suslari ve Ureme Kosullari

Arastirmada kullanilan S cerevisiae suslar1 Cizelge 3.1°de verildi. Bu maya suslarindan
laboratuvar kod’u olarak YST124, YSTI125 ve YST265 no’lu suslar EUROSCARF
maya koleksiyonundan satin alindi (Brachman ve ark. 1998). YST246 (£1278b) ve
YST249 (FY2) suslart Prof.Dr. P.J. Farabaugh’in (University of Maryland)
koleksiyonundan saglandi. Sigmal278b susu yapisinda bulunan RAS2 geni ve diger
mutasyonlar dolayisi ile kolay psodohif olusturma 6zelligine sahiptir (Jin ve ark. 2008).
FY2 susu ise minimal iireme ortaminda herhangi bir amino asit ilavesi gerektirmeden
ureme Ozelligi dolayisyla kullanildi. YST124, YST125 (diploid), ve YST265 kodlu
maya suslarinin genetik Ozellikleri daha oOnce verilen kaynakda aciklanmistir

(Brachmann ve ark. 1998).

Farkli kaynaklardan saglanan maya suslari Oncelikle zengin besiyeri ortami olarak
kullanilan YPD (Yeast Extract, Pepton, Dextrose) petrilerinde ¢izgi ekimi yapilarak 30
C’de inkiibatorde 24-48 saat Uretilerek tekrar canlandirildi. Bu maya suslar1 uzun siireli
depolama i¢in petrilerde iiremeden sonra steril kiirdan ile bir miktar alinarak steril 1 ml
%?20’1ik gliserol ¢ozeltisinde stspanse edilip -80 C’de derin dondurucuda depo edildi.
YPD petrilerindeki maya suslar1 da rutin laboratuvar deneylerinde kullanilmak iizere +4
C’de buzdolabinda depo edildi. Maya suslarinin iiretilmesinde zengin besiyeri veya
minimal tireme ortami olarak kullanilan petri ve sivi besiyeri igerikleri ve bu
besiyerlerinin hazirlanmasi standardize edilmis yontemler olup Rose ve ark. (1990)
tarafindan agiklandigi sekilde yapildi. Arastirma kullanilan c¢Ozeltiler ve maya
tiretiminde kullanilan besiyerlerinin hazirlanmas1 Ek 1°de verildi. Maya suslari sivi
kiltiirlerde standart kosullar olan 30 C’de, 140 dev/dk hizda karistirmali inkiibatérde
dretildi. Petri kiiltiirlerinin iiretilmesi ise standart olarak 30 C’de inkiibatérde lireme

goriiliinceye kadar inkiibe edilerek yapildi.
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Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslar1 ve 6zellikleri

ST Lab  Genotipi ve ilgili mutasyonlar
Kodu

YST124 MATa, his3A1; leu2A0; met1 SA0; ura3A0 (haploid yaban tip)

MATa/a, his3A1/his3A1; leu2A0/leu2A0; 1ys2AO/LYS2;

YSTL25 MET15/met15A0; ura3A0/ura3A0 (diploid yaban tip)

YST246  MATa, ura3-52, (£1278b)

YST249 MATa, ura3-52, (FY2)

MATa, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 YBR083w::kanMX4

YST265 (Atecl mutant susu)

3.2. TPS1-LacZ ve NTH1-LacZ Raportor Vektoriiniin Yapisi ve Transformasyonu

Arastirmada farkli kosullarin TPS1 ve NTHI1 gen ifadelerine etkilerini incelemek i¢in
bu genlerin LacZ raportor flizyonlar: kullanildi. Her iki gen fiizyonu da daha 6nceden
YEp plazmiti (2 mikron-URA3) iizerine klonlanmistir ve Prof.Dr. Jean Frangois
tarafindan arastirmalarimiz i¢in daha 6nceden saglanmistir. Nth1l-lacZ gen fuzyonunun
iceren plazmit’de NTH1 geni promotor bdélgesinin ilk 770 bg¢ uzunluktaki bolgesi
bulunmaktadir (Parrou ve ark. 1997). Bu plazmitteki NTH1 geni promotor bélgesinin
NTH1 geni transkripsiyonu icin gerekli olan biitiin kontrol bdlgelerini igerdigi
bilinmektedir (Parrou ve ark. 1997). TPS1 geni de LacZ fiizyonu olarak ayni yapidaki
plazmit {izerine klonlanmistir. Bu gen fiizyonunda TPS1 geninin 1 Kbg’lik promotor
bolgesi LacZ genine gen fiizyonu olarak kullanilmistir. Hem NTH1-LacZ ve hem de
TPS1-LacZ raportor genlerinde gen ifadesinin kontrolu igin gerekli olan sekanslarin

bulundugu daha 6nceden rapor edilmistir (Parrou ve ark. 1997).
Replikasyon orijini ve markor gen olarak 2 mikron-URA3 Kkasetini iceren YEp

vektorlerinin transformasyonla aktarildiklart maya suslarinda segici {ireme ortaminda

stabil olarak bulunduklar1 da daha 6nce gosterilmistir (Farabaugh ve ark. 1989).
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TPS1-LacZ ve NTH1-LacZ raportor genlerini iceren 2 mikron-URA3 tipi YEp
plazmitleri ilgili maya suslarina daha Once agiklanan lityum asetat-polietilen glikol
metodu kullanilarak transform edildi (Gietz ve ark. 1995). Transfromasyon igin 6nce
ilgili maya suglar1 standart kosullarda YPD {ireme ortaminda logaritmik asamaya kadar
iretildi. Bu asamada santrifiijde ¢oktiiriilen maya suslar1 dnce steril saf su ile suspanse
edilerek tekrar coktirildi. Daha sonra ise steril 0.1M lityum asetat ile suspanse edilerek
tekrar cokturuldi. Maya pelletleri bu kez 500 ul 0.1M Lityum asetat’da suspane
edilerek stok maya siispansiyonlart hazirlandi. Bu stok maya siispansiyonlarindan
transformasyon tiiplerine 50’ser ul alinarak asagida verilen sirada diger ¢ozeltiler ve
DNA/plazmit 6rnekleri ileave edildi.

240 ul PEG (%50’lik stoktan)

36 ul 1 M LiAOc (taze stok)

6 pl denatiire Herring sperm DNA’s1

4-5 ul (1-2 pg) plazmid DNA’s1

64 ul dsH20

Transformasyon karisiminin toplam hacmi 350 pl olacak sekilde su eklendi.

Transformasyon karistmi homojen oluncaya kadar vorteksle karistirildi. Bu karisim
once 30 C’de 30 dk, sonra 42 C’de 20 dk inkube edildi. Sicaklik inkiibasyonlarindan
sonra transformasyon karigimi 12500 rpm’de 30 sn coktirildii. Coktirilen maya
hicreleri 500 pl saf suda suspanse edildi. Bu maya siispansiyonlarindan segici maya
petrilerine (Sc-URA%?2 dekstroz veya YNB+%?2 dekstroz) steril cam baget ile 100 pl
yayma ekimi yapildi. Petriler transformantlarin iiremesi ve koloni olusumu igin 30 C’de
inkibatorde koloniler belirgin oluncaya kadar (3-4 gun) inkibe edildi. Transformant
koloniler 1-2 mm c¢apina kadar iiredikten sonra tekrar bu koloniler alinarak segici
petrilere 0.5 cm ebatlarinda olacak sekilde pasajlar yapildi. Bu pasajlar da 30 ¢’de 2-3
gun inklbe edildi. Transformant petrileri deneyler siiresince +4 C’de buz dolabinda

depo edildi.
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3.3. 8. cerevisiae’da Hiicresel Farklilasmalarin Uyarilmasi

TPS1 ve NTH1 raportdér gen flizyonlarini igceren maya transformantlarinda farklilasma
stiregleri ireme ortamlarinin degistirilmesi ile saglandi. Sporulasyonu uyarmak icin
YST125 (diploid sus) transformantlar1 logaritmik asamaya kadar 10 mL Sc-Ura+%?2
dekstroz ortaminda iiretildi. Bu maya hiicrelerinden 5 mL alinarak santrifiijde
cokturaldd (1600 rpm/ 5 dk) ve 10 mL steril distile suda stspanse edilerek yikandi ve
tekrar ayni kosullarda ¢oktiiriildii. Sivi faz atildi, maya pelletleri bu kez 5 mL
sporulasyon ortaminda suspanse edildi ve standart sartlarda 16-18 saat Uretildi (Rose ve
ark. 1990). Ureme siiresi sonunda maya hiicreleri masa ustii santrifiijjde 1600 rpm/5 dk
coktiiriildi. Sivi faz atildi. Maya pelletleri 1 mL steril saf suda suspanse edilip mikroftj
tiiplerine alind1 ve tekrar mikrfiijde ¢oktiiriildii. Stv1 faz atildi. Maya pelletleri bu kez
200 pl B-galaktozidaz lizis tampon c¢ozeltisinde suspanse edildi. Bu maya ornekleri
beta-galaktozidaz aktiviteleri 6lculiinceye kadar -80 C’de depo edildi. Beta-galaktozidaz
aktiviteleri boliim 3.4’de verildigi sekilde tayin edildi.

Psodohifsel tremenin aktivasyonu igin TPS1 ve NTH1 transformantt maya hiicreleri
yukarida verildigi sekilde hazirlanarak logaritmik asama kiiltiirleri elde edildi. Bu
asamada maya kiiltiirlerinin 5 mL alinarak ¢oktiiriildii ve steril saf ile yikand1 ve tekrar
coktiiriildii. Stv1 faz atildi. Maya pelletleri bu kez psddohifsel liremeyi aktive etmek icin
5 ml SLAD ortaminda suspanse edilerek standart sartlarda 16-18 saat liremeye birakildi.
Ureme siiresi sonunda ¢oktiiriilen maya hiicreleri yikarida aciklandigi sekilde f-

galaktozidaz aktiviteleri tayini i¢in hazirlanarak -80 C’de depo edildi.

Apoptoz kosullarin1  olusturmak i¢in yukarida aciklandigi sekilde hazirlanan
transformantlarin 5 ml’si alinarak bu maya kiiltiirlerine son konsantrasyonu 60 mM
olacak sekilde asetik asit ilave edildir (Ludovico ve ark. 2001). Otofaji kosullarini
aktive etmek icin ise yukarida agiklandig1 sekilde hazirlanan maya kiiltiirlerinden 5 ml
alinarak son konsantrasyonu 8 mM olacak sekilde kafein ilave edildi (Kuranda ve ark
2006). Apotoz ve otofaji kosullart uyarilmis maya transformantlar1 da standart iireme

kosullarinda 5-6 saat dretildi. Ureme sireleri sonunda ¢oktiriilen maya hiicreleri
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yukarida agiklandig sekilde beta-galaktozidaz aktivitelerinin tayini i¢in hazirlandi ve -
80 C’de depo edildi.

3.4. Raportor Genlerde Promotor Aktivitesi Tayini ve Promotor Analizleri

Yukarida acgiklandigr  sekilde farkli  iireme  kosullarinda  iiretilen maya
transformantlarinda gen fiizyonlarindan yapilan transkripsiyonun kantitatif tayini bu gen
fiizyonlarindan ekspres edilen mRNA’dan sentezlenen [-galaktozidaz aktiviteleri

Olculerek belirlendi.

Farkli iireme kosullarinda iiretilip -80 C’de depo edilen maya siispansiyonlar1 +4 C’de
bekletilere ¢oziinmlerei saglandi. Bu siispansiyonlara maya lizatleri elde etmek igin
daha 6nce agiklanan sekilde SDS ve kloroform ile permeabilized edildi (Rose ve ark
1990). B-galaktozidaz aktivitesi tayinleri her transformants igin 3’lii olarak yapildi.
Bunun igin deney tiplerine énce 980 mL Z-tampon ¢ozletisi alindi ve 20 pL hiicre lizati
eklendi. Lizat karistm 30 C’de su banyosunda 3 dk bekletildi ve substrat olan
ONPG’den 200 pL ilave edildi. Reaksiyon baglama zamani kayit edildi. Deney
tiiplerinde agik sar1 renk gelisnceye kadar beklendi. Bu asamada zaman gecen zaman
kay1t edilerek reaksiyon ortamina 500 pL 1 M Na2COs ilave edildi. Deney tipleri masa
Cozeltideki lizat parcalarimi ¢oktiirmek i¢in deney tiipleri 5 dk masa iistii santrifiijde
1600 rpm’de coktiiriildii. Sar1 renkli sivi fazin absorbansi spektrofotometrede 420
nm’de lizat icermeyen kontrol siviya karsi dlgiilerek kayit edildi. Maya lizatlarindaki
¢ozliniir protein konsantrasyonu ise daha dnce agiklanan sekilde Lowry testi ile tayin
edildi (Lowry ve ark. 1951). Bunun igin test tiplerine 180 uL steril saf su, 20 uL hiicre
lizat1 alindi. Bu lizat karisimina taze hazirlanmis 1 mL Lowry-C ¢ozeltisi ilave edildi,
karistirldi ve oda sicakliginda 10 dk beklendi. Sire sonunda bu tiplere 1N folin
cozeltisinden 100 uL ilave edildi ve karistirildi. Karisgim oda sicakliginda 30 dk
bekletildi. Daha sonra deney tlpleri masaisti santrifijde 1600 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek ¢oOzeltideki maya lizati kalintilart ¢oktiiriidii. Sivi  fazin  absorbansi
spektrofotometrede 750 nm’de okundu. Gen filizyonlarindan yapilan ekspresyonla
sentezlenen B-galaktozidaz aktiviteleri ek-2’de wverildigi sekilde hesaplandi. [3-

galaktozida Unitesi= nmONPG/dk/mg protein olarak verildi.
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Deneyler 2’serli olarak ve en az 2 tekrarh olarak yapildi. B-galaktozidaz aktiviteleri de
3’1li olarak yapildi. Sonuglar boliimiinde verilen B-galaktozidaz aktiviteleri en az 12 -
galaktozidaz aktivitesinin ortalamasi olup standart sapma degerleri de ilgili ¢izelgelerde

verilmigtir.

TPS1 ve NTH1 genleri promotor bdlgelerine baglandigi daha 6nce rapor edilen
transkripsiyon faktorleri ise YEASTRACT veri tabani kullanilarak tayin edildi (Anonim
2020D).

21



4- BULGULAR

4.1. Psodohifsel Uremenin TPS1 ve NTH1 Transkripsiyonuna Etkileri

S. cerevisiae’da gen ifadesi farkli suslara gore farkliliklar gosterebilmektedir. Maya
suslar arasinda gen varyantlarinin bulunmasi incelenen genlerin ifadelerinde de suslara
gore farkliliklar gosterir. SGD’de yayimlanan maya varyant veri tabaninda maya
arastirmalarinda kullanilan 25 farkli maya susunun tiim genom sekansi yayimlanmistir.
Genomu yayimlanan S. cerevisiae 25 farkli laboratuvar susunda farkli genlerde
transkriptomu  etkileyecek farklilar bulunmaktadir (Anonim 2020a). Bu tez
arastirmasinda farkli genetik kokene bagli maya suslar1 kullanildigindan 6ncelikle bu
suslarda normal iireme kosullarinda Tpsl-LacZ ve Nthl-LacZ raportér gen

fiizyonlarindan yapilan gen ifadesi seviyeleri karsilagtirmali olarak analiz edildi.

Arastirmalarda standart haploid maya susu olarak kullanilan ve lab. kodu’olarak
YST124 olarak adlandiridigimiz BY4741 maya susunda normal kosullarda Tpsl-LacZ
ve Nthl-LacZ gen fiizyonlarindan yapilan transkript 5922 ve 3497 (nite olarak tayin
edildi. Ancak bu gen flizyonlarindan yapilan transkript seviyelerinin diploid maya
susunda TPS1 igin yaklasik %50, NTHI1 i¢in de %25 kadar azaldig1 gorildii (Cizelge
4.1).

Cizelge 4.1. TPS1 ve NTH1 genlerinin farklt maya suslarinda transkripsiyon seviyeleri.

Maya Suslar ve B-Galaktozidaz Aktiviteleri (+ SD)*
Raportor genler
YST124 YST125 YST246
(Haploid) (Diploid) (21278b susu)
TPS1-LacZ 5922 + 307 3293+ 256 2197 + 261
NTH1-LacZ 3497 £+ 214** 2571 £ 137 2443 £ 178

*SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir. **Bu sonuglar Turan 2011’den
alinmustir.
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Genomunda RAS2 geni ve diger bazi mutasyonlar dolayisyla kolay psddohif olusturan
sigma susunda da haploid olmasma ragmen BY4741 susuna gore daha diisiik
seviyelerde Tpsl-LacZ ve Nthl-LacZ transkript seviyeleri belirlendi. Bu sonuglar TPS1
ve NTH1 gen ifadelerinde kullanilan maya suslarina gore olduk¢a degisken

olabilecegini de gostermektedir.

Bu temel sonuclardan sonra psodohifsel Uremenin Tpsl-LacZ ve Nthl-LacZ gen
flizyonlarindan yapilan transkript miktarina etkileri incelendi. Bunun i¢in logaritmik
asamaya kadar iiretilen sigma 1278b transformantlari iki kisma boliinerek bir kismi ¢cok
az amonyum igeren minimal {ireme ortamina (SLAD) aktarildi ve 16-18 saat bu reme
ortaminda standart kosullarda tretildi. Elde edilen sonuglar hem TPS1 ve hem de NTH1
geni ifadesinin psddohifsel iireme kosullarinda aktive edildigini gosterdi (Cizelge 4.2).
Psddohifsel iireme kosullarinda Tpsl-LacZ gen flizyonunda transkripsiyonun yaklasik
3.6-kat, Nthl-LacZ gen flizyonu transkripsiyonun da ise yaklasik 4-kat kadar
aktivasyon oldugu bulundu (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Psddohifsel tremenin TPS1 ve NTH1 genlerinde transkripsiyona etkileri.

Ureme ortamlar1 ve B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)

Raportdr genler

Normal ortam SLAD Ortami
TPS1-LacZ 2197 + 261 7862 + 480
NTH1-LacZ 2443 + 178 10981 + 884

4.2. Sporulasyonun Aktive Edilmesinin TPS1 ve NTH1 Transkripsiyonuna Etkileri

Sporulasyon diploid maya hiicrelerinin bazi stres kosullarinda mayoz bdliinme ile
metabolik olarak latent fakat strese dayanikli haploid sporlar olusturmasidir. S.
cerevisiae’da sporulasyon minimal sporulasyon ortaminda 24 saate tamamlanmaktadir.
Fakat her maya susunun sporulasyon etkinligi de farklidir. Bu arastirmada sporulasyon

sinyalinin TPS1 ve NTH1 gen ifadelerine etkileri diploid maya susunda incelendi.
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Cizelge 4.3. Sporulasyonun TPS1 ve NTH1 genlerinde transkripsiyona etkileri.

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

Raportdr genler

Normal ortam Sporulasyon ortami1
TPS1-LacZ 3293+ 256 2940 + 91
NTH1-LacZ 2571 £ 137 1720 £ 63

Diploid maya susunda sporulasyon kosullarinda TPS1 ve NTH1 genleri transkripsiyon
seviyelerinde onemli bir degisiklik olmadigi bulundu (Cizelge 4.3). TPS1 gen
ekspresyon seviyesininde diislik seviyede bir azalma olsa da bunun istatistiksel olarak
onemli olmadigr goriildii. NTH1 gen ifadesinde ise sporulasyon kosullarinda 6nemli
seviyede azalma oldugu, gen ifadesinin 2571 dniteden 1720 tniteye distigi

gorulmektedir (Cizelge 4.3).

4.3. Apoptoz Kosullarimin TPS1 ve NTH1 Transkripsiyonuna Etkileri

S. cerevisiae FY2 maya susu sadece minimal ortamda tireyebilmektedirler. Bu nedenle
apoptoz kusullarini olusturmak i¢in de bu maya susu kullanildi. Apoptoz kosullarinin
TPS1 ve NTH1 geni ifadesine etkilerini incelemek icin TPS1-LacZ ve NTH1-LacZ
raportor gen flizyonlarini iceren plazmitler yaban tip sus olarak FY2 maya susuna
transformasyon ile aktarildi. Transformant maya suslari minimal ortamda (YNB+%2
glukoz) dretildi ve logaritmik fazda bu maya Kkdltirlerin bir bdélimine apoptoz
kosullarini aktive etmek i¢in 60 mM (pH=3) olacak sekilde asetik asit ilave edildi.

TPS1 ve NTH1 gen ifadeleri normal ve apoptotik sartlarda karsilastirildiginda her iki

gen ifadesi seviyesinde de 6nemli seviyede baskilanma oldugu bulundu (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Apoptoz aktivasyonunun TPS1 ve NTH1’da transkripsiyona etkileri.

Ureme ortamlar1 ve B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)

Raportdr genler

Normal ortam Apoptoz Aktivasyonu
TPS1-LacZ 6583 + 276 2629 + 122
NTH1-LacZ 6862 + 212 3149 £ 511

Apoptoz kosullar1 etkisiyle TPS1 ve NTH1 gen ifadelerinde en az 2-kat kadar
baskilanma oldugu tayin edildi (Cizelge 4.4).

4.4. Otofaji Kosullarimin TPS1 ve NTH1 Transkripsiyonuna Etkileri

TPS1 ve NTH1 gen ifadelerine otofaji kosullarinin etkisini incelemek igin de S.
cerevisiae FY2 susu kullanildi. Bu maya susuna transformasyonla aktarilan TPS1-LacZ
ve NTH1-LacZ raport6r genlerinin normal kosullarda ve otofaji kosullarinda gen ifade
seviyeleri tayin edildi. Otofaji kosullarin1 uyramak i¢in hem uzun siireli azot aclig1 ve

hem de TOR kinaz inhibitori olan kafein kullanildu.

Otofaji kosullarinin TPS1 gen ifadesinde diisiik seviyede aktivasyona yol agtig1 bulundu
(Cizlege 4.5). TPS1 gen ifadesinde azot aghginda %18, kafein etkisi ile olusan otofaji
kosulunda ise %36°lik bir artis goriildii. Otofaji kosullarmnin NTH1 geni ifadsine etkisi
ise daha yiiksek diizeyde gergeklestigi bulundu. Normal ortam kosullarinda yaklasik
6800 unite olan NTHI transkripsiyonunun otofaji ve apotoz uyarildiginda yaklagik 2-
kat artarak 12000-14000 finite gibi yiikse sevilerde gerceklestigi bulundu (Cizelge 4.5).
Bu sonuglar apoptoz kosullarindan farkli olarak TPS1 ve NTH1 gen ifadelerinin otofaji

kosullarinda farkli seviyelerde de olsa aktive edildigini gdstermektedir.
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Cizelge 4.5. Genel otofajinin FY2 susunda TPS1 ve NTH1 genlerinde transkripsiyona
etkileri.

Ureme ortamlar1 ve B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)

Raportdr genler Otofaji aktivasyonu

(azot aglig1 18 saat)

Otofaji aktivasyonu

Normal ortam (8 MM Kafein )

TPS1-LacZ 6583 + 276 8957 + 406 7955 + 395

NTH1-LacZ 6862 + 212 14172 + 362 12482 + 70

4.5. Teclp’nin TPS1 ve NTH1 Genleri Transkripsiyonuna Etkileri

Transkripsiyon faktori Teclp psddohifsel tireme igin gerekli olan genlerin baslica
aktivatorlerinden birisidir. TPS1 ve NTH1 genlerinde transkripsiyonun Teclp ile kontrol
edilip edilmedigi de test edildi. Bunun i¢in BY4741 (YST124) ile izogenik olan fakat
TEC1 geni delesyonla silinmis olan mutant sus kullanildi. Normal ortam {ireme
kosullarinda Atecl mutant susunda TPS1 geni ekspresyon seviyesinin yaklasik olarak
yaban tip seviyesinde gerceklestigi goriildi (Cizelge 4.6). Bu mutant susa azot achigi
uygulandiginda TPS1 gen ekspresyonu seviyesinde herhangi bir degisiklik olmadig:
goriildii. Bu sonuglar Teclp’nin analiz edilen kosullarda TPS1 geni transkripsiyonunda

islevi olmadigini 6ne siirmektedir.

Cizelge 4.6. Teclp’nin TPS1 ve NTH1’da transkripsiyona etkileri.

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

Raportor genler

Normal ortam

Azot achig1 (6 saat)

Azot aclhigi (20 saat)

TPS1-LacZ

6696 + 390

6472 + 71

6580 + 842

NTH1-LacZ

4306 + 115

4633 + 390

6086 + 250
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Ancak, NTH1 geni transkripsiyonunda Atecl mutant susunda yaban tip susa gore diisiik
seviyede artis oldugu (%20 kadar), uzun siireli azaot achigi sartlarinda da NTH1
transkripsiyonunda 4306 iiniteden 6086 iiniteye artis oldugu goriilmektedir (Cizelge
4.6). Bu sonu¢ Teclp’nin uzun siireli azot agligi kosullarinda direkt veya dolayli olarak

NTH1 geni transkripsiyonunda islevi oldugunu gostermektedir.

4.6. TPS1 ve NTH1 Geni Promotor Yapilarinin Otofaji Faktérleri Icin Analizi

Genel otofaji kosullarinda otofaji siirecinin kontrol edilmesi ve otofagozom olusumunda
yer alan ¢ok sayida genin transkripsiyonu aktive edilmektedir. Otofaji siirecinde islevi
olan transkripsiyon faktorleri de belirlenmistir (Delorme-Axford ve Klionsky 2018). Bu
transkripsiyon faktorlerinin listesi ¢izelge 4.7’de verildi. Bu faktorlerden Ozellikle
Gendp, GIn3/Gatl ve Ume6p’nin otofaji siirecinde islevi olan birgok ATG geninin
transkripsiyonel konbtrolunde islevi olan ana faktorler oldugu rapor edilmistir
(Delorme-Axford ve Klionsky 2018). Otofaji kosullarinda TPS1 ve NTH1 gen
ifadesindeki aktivasyonun bu faktorler bagl olabilecegei diistiniilerek NTH1 ve TPS1
genlerinin promotor bolgelerinde potansiyel transkripsiyon faktorii baglanma sekanslari
da YEASTRACT veri tabaninda incelendi (Anonim 2020b).

Cizelge 4.7. Otofaji kosullarinda islevi olan Transkripsiyon faktorleri ve baglanma
sekanslari. Baglanma sekanslart YEASTRACT veritabanindan derlenmistir ve 5°-3’
yoniinde verilmistir. (W=A veya T, N: Herhangi bir nukleotid)

Transkripsiyon faktorQ Promotorda baglanma konsensiis dizisi
Gendp TGACTC, TGACTGA,

GIn3p/Gatlp GATAAG, GATTAG

Sfllp AGAANTTCC

Fhllp GACGCA

Fyv5/Kdm4 TWAGGG

Rphl tWAGGGGt

YAP1 TTACTAA

Ume6 TAGCCGCCGA, TCGGCGGCT,
Msn2/Msn4 CCCCT, AGGGG
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YEASTRACT veri tabaninda yapilan incelemede TPS1 ve NTH1 geni promotor
bolgelerinde bu genlerin transkripsiyonel kontrolii i¢in potansiyel olarak ¢ok sayida
faktor baglanma sekansi oldugu goriilmektedir (Anonim 2020b). TPS1 geni promotor
bolgesinde baglanma sekansi olan transkripsiyon faktorleri Cizelge 4.8’de verilmistir.
YEASTRACT incelemesinde TPS1 promotoruna baglandigi bilinen faktorlere gore

inceleme yapilmistir.

Cizelge 4.8. TPS1 promotorunda potansiyel baglanma sekanslar1 olan transkripsiyon
faktorleri (Anonim 2020b)

Gen adi Transkripsiyon faktorleri/Rapor edilen calisma icin referans

linki
YBR126C/TPS1

Aftlp - Reference

Aft2p - Reference

Arrlp - Reference

Ashlp - Reference
Baslp - Reference

Cbflp - Reference

Cin5p - Reference

Crzlp - Reference

Cstbp - Reference

Ertlp - Reference

Fhllp - Reference
Fkhlp - Reference
Flo8p - Reference

Gal4p - Reference

Gatlp - Reference
Gcendp - Reference

Gcr2p - Reference
Hms1p - Reference
Hsflp - Reference
Mcmilp - Reference

Met28p - Reference

Met31p - Reference

Met32p - Reference

Maga2p - Reference
Miglp - Reference

Msnlp - Reference
Msn2p - Reference
Msn4p - Reference
Oaflp - Reference
Pdrlp - Reference
Pdr3p - Reference
Pip2p - Reference
Raplp - Reference
Rgmilp - Reference
RImlp - Reference
Rpn4p - Reference
Skn7p - Reference
Sok2p - Reference
Spt23p - Reference
Stb3p - Reference
Stb5p - Reference
Stplp - Reference
Sumlp - Reference
Tye7p - Reference
Witmlp - Reference
Wtm2p - Reference
YGRO067C - Reference

Yaplp - Reference
Yap7p - Reference
Yrrlp - Reference

Cizelge 4.8’de verilen sonuglardan da gorildigi gibi TPS1 promotor bolgesi otofaji
kosullarinda islevi oldugu rapor edilen ¢ok sayida transkripsiyon faktorlerinden Gendp,

Fh1lp, GIn3/Gatlp, Gendp, Msn2/4p ve Yaplp i¢in islevsel sekanslar icermektedir.
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Bu transkripsiyon faktorlerinin  TPS1 geni transkripsiyonunun diizenlenmesinde

isleveleri oldugu daha dnce rapor edilmistir ve ¢izelgedeki web linkinden incelenebilir.

Otofaji kosullarinda NTH1 transkripsiyonunun ¢ok fazla aktive edildigi deneysel olarak
bulundu (Cizelge 4.5). Otofaji kontrol eden transkripsiyon faktorlerinin NTH1 promotor
bolgesinde islevsel olarak tanimlanmis baglanma dizileri olup olmadigi da
YEASTRACT veri tabanindan incelendi. Cizelge 4.9°da verildigi gibi NTHI1
promotorunda da otofaji ile iliskili genlerin transkripsiyonel kontroliinde islevi olan bazi

transkripsiyon faktorlerinin NTH1 geni ifadesinde de yer aldig1 goriilmektedir,

Cizelge 4.9. NTH1 promotorunda potansiyel baglanma sekanslari olan transkripsiyon
faktorleri (Anonim 2020b)

Transkripsiyon faktorleri/Rapor edilen calisma icin referans

Gen ad1 linki

YDRO0OO01C/NTH1

Baslp - Reference
Cbflp - Reference
Cin5p - Reference
Cst6p - Reference

Mga2p - Reference
Miglp - Reference
Mig3p - Reference
Msn2p - Reference

Dal82p - Reference
Gatlp - Reference
Gcn4p - Reference
Gcr2p - Reference

Gislp - Reference

Hap4p - Reference

Hsflp - Reference

Ino2p - Reference

Leu3p - Reference

Mbplp - Reference

Met31p - Reference

Msn4p - Reference
Pdrlp - Reference
Pdr3p - Reference
Pho2p - Reference
Rfx1p - Reference
RImip - Reference
Rpn4p - Reference
Sok?2p - Reference
Swi4p - Reference
Yaplp - Reference
Yhplp - Reference
Yrrlp - Reference

NTH1 geni ifadesini kontrol eden faktdrler incelendiginde bu faktorlerden Gendp,
Gatlp, Yaplp ve Msn2/4p’nin bu genin transkripsiyonel regiilasyonunda iglvesel olarak

yer aldig1 verilen kaynaklardan goriilmektedir.

TPS1 ve NTHI’in otofaji kosullarinda ATG genlerine benzer sekilde verilen

transkripsiyon faktorleri tarafindan kontrol edilmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
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faktorlere ek olarak represor faktdr olarak islevi olan Sflp’nin ve otofajide Ozellikle
ATGS8’in islevini kontrol eden UME6’'nin TPS1 ve NTHI’de islevsel olarak

tanimlanmadig1 goriilmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

S. cerevisiae hiicreleri Okaryotlarda goriilen bazi hiicresel gelilsim ve farklilasma
streclerinin analzi icin de model organizma olarak kullanilmaktadir (Botstein ve Fink
2011). Ozellikle otofajinin molekiiler bilesenleri S. cerevisiae mutant suslari
kullanilarak Prof.Dr. Ohsumi tarafindan aydmlatilmistir (Ohsumi 2014). Benzer sekilde
apotoz gibi kompleks etkilesimler sonucu gergeklesen programli hiicre 6liimii siirecine
benzer mekanizmalar S. cerevisiae’da da tespit edilmistir ve kaspaz benzeri enzim olan
metakaspaz 1 (MCAL) S. cerevisiae’da klonlanmigtir (Madeo ve ark. 1997, Strich
2015). S. cerevisiae’da trehaloz metabolizmasi hiicre gelisim siire¢lerinde kontrol edilen
bir metabolik yolaktir. Strese karsi hila depolanan ve strese karsi hiicresel
makromolekiilleri koruyucu o6zelligi olan disakkarit trehalozun stres sonrasi hiicre
metabolizmasinin normale dénmesi i¢in de hizla hidroliz edilmesi gerekir. Bu iki olay
icin yani trehaloz biyosentezi ve yikimi igin gerekli enzimler TPS1 ve NTH1 genleri
tarafindan kodlanmaktadir. Her nekadar TPS enzimi ¢ok alt birimli olsa da TPS1 geni
tarafindan kodlanan Tpslp bu enzimin 6nemli katalitik alt birimidir (Blasquez ve ark.
1993). Bu tez arastirmasinda maya hiicrelerinde trehaloz dengesi igin gerekli olan
faktorleri kodlayan TPS1 ve NTHL1 genleri transkripsiyonlarinin psddohifsel iireme,

apoptoz ve otofaji kosullarindan nasil etkilendikleri incelendi.

Yapilan incelemede her iki genin transkripsiyonunun da S. cerevisiae susuna gore
onemli seviyede degisiklik gosterdigi bulundu (Cizelge 4.1). Ozellikle haploit ve diploit
maya suslarinda goriilen farklilik henzii literatiirde rapor edilmemis bir sonug¢ olup TPS1
ve NTH1 genlerinin transkripsiyonlarinin hiicre tipine gore de transkripsiyonlarinin
kontrol edildiginbi gdstermektedir. Bu durum bu iki genin transkripsiyonel analizi i¢in

kullanilacak S. cerevisiae susunun da dikkatle tayin edilmesi gerektigini gostermektedir

Arastirmamizda incelenen diger hiicresel farklilasma siireci ise psddohifsel gelisimdir.
Psodohifsel iiremenin azot aghg ile uyarildigr iireme kosulunda her iki genin de
transkripsiyonunun 3-4 kat aktive edildigi bulundu. Ancak bu aktivasyonun S.
cerevisiae’da psodohifsel tGreme icin gerekli faktorleri aktive eden transkripsiyon
faktorii Tecl’den bagimsiz oldugu da goriildii (Cizelge 4.2 ve 4.6). TPS1 ve NTH1
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promotorlarina baglanan transkripsiyon faktorii ¢esitligi incelendiginde bu genlerin ¢ok
sayida transkripsiyon faktorii tarafindan kontrol edildigi goriilmektedir (Cizelge 4.8 ve
4.9). Bu faktorlerden bir¢ogunun (Msn2/4, Gend, Yapl vd) genel streselere ve azot
acligina yanit olarak hedef genlerin trasnkripsiyonlarini aktive ettikleri bilinmektedir
(Feldman 2012). Bundan dolay1 psédohifsel iireme kosullarinda TPS1 ve NTH1 genleri
transkripsiyonlarmin aktivasyonlarmin Teclp’den bagimsiz olarak, bu genlerin
promotorlarina  baglanan ¢oklu transkripsiyon faktorleri ile aktive edildigi
diistiniilmektedir. Her iki genin transkripsiyonun da aktive edilmesi psddohifsel Greme
siirecinde trehaloz sentezi ve yikiminin es zamanli olarak aktive edilebilecegini
distindiirmektedir. Ancak bu kosullarda in vitro olarak hem trehaloz sentaz ve hem de
trehalaz enzim aktivitelerinin de tayin edilmesi gerekmektedir. Ayrica bu kosullarda

hiicre i¢i trehalaz miktarinin da tayin edilmesi gerekmektedir.

Sporulasyon S. cerevisiae’da ¢ok sayida genin aktivasyonu veya baskilanmasi sonucu
gerceklesen siiregtir. Arastirmamizda uygulanan sporulasyon kosullarinda TPS1 geni
transkripsiyonunda 6nemli bir atis olmadigi, bu gen ifadesinin yaklasik ayni seviyede
kaldig1 bulundu. Ancak NTH1 geni trasnkripsiyonunda 6nemli azalma oldugu tayin
edildi (Cizelge 4.3). Bu durum sporulasyon sirasinda trehaloz yikiminin olmadigini
daha c¢ok sentez yoOniinde trehaloz metabolizmasimnin devam ettigini gosterebilir.

Sporulasyon siiresinde hiicrelerde biriken ¢esitli metabolitlerden birisi de trehalozdur.

Apotoz ve otofaji de S. cerevisiae’da cesitli gevresel faktorlerle aktive edilebilen
hiicresel stireclerdir. Bu iki farkli siirecte TPS1 ve NTH1 gen ifadeleri tayin edildiginde
her iki genin transkripsiyonunun da benzerlik ve farklilar oldugu ortaya g¢ikmistir
(Cizelge 4.5 ve 4.6). Otofaji kosullarinda TPS1 geni transkripsiyonunda diisiik seviyede
aktivasyon gorilmektedir. NTH1 geninde ise transkripsiyonun 2 kat aktive edildigi
gorulmektedir. Bu durum proteolitik bir sure¢ olan otofaji slrecinde trehaloz
sentezinden ¢ok trehaloz yikiminin ger¢eklesmis olabilecegini 6ne siirmektedir. Buna ek
olarak YEASTRACT kayitlarinda yapilan incelemede otofaji siirecini baglatan ve
kontrol eden ATG genlerinin transkripsiyonunu diizenleyen transkripsiyon faktorlerinin
ayn1 zamanda 6zellikle NTH1 geni transkripsiyonunu da aktive ettigi 6ne siiriilebilir. Bu

transkripsiyon faktorleri Gcn4, GIn3/Gatl, Yapl ve Msn2/4 gibi transkripsiyon

32



faktorleridir (Cizelge 4.7). Bu sonucun yani otofaji aktivasyonuna yanit olarak hem
TPS1 ve hem de 6zellikle NTH1 geni transkripsiyonunun aktive edilmesinin fizyolojik
O6nemi ve sonuclarinin da incelenmesi gerekmektedir. Bir ¢esit metabolik stres olan
otofaji kosullarindan dolay1 sitoplazmik trehaloz biyosentezi ve yikimi da hizlanmig
olabilir. Ancak litik bir siire¢ olan apotozda hiicre pargalanacagi icin trehaloz
biyosentezi ve yikimi da bloke edilmis olabilir. Apotoz sinyaline yanit olarak TPS1 ve
NTHI1 genleri transkripsiyonlar1 represor faktorlerince baskilanmasi da miimkiindiir.
Ancak apotoz gibi hiicrenin tamamen yok edildigi programli hiicre degredasyonu siireci
aktivasyonunda hem TPS1 ve hemde NTHZ1’in transkripsiyonuda 2-kat azalma oldugu
gorilmektedir (Cizelge 4.4).

Tez arastirmasinda uygulanan deneysel yontemde apoptoz uyarimindan 4-5 saat sonra
gen flizyonlarindan yapilan transkript 6l¢iilmekte ve ¢ok daha uzun siirede tamamlanan
apotoz siirecinin tamamlanmasi beklenememektedir. Normal {ireme kosullarinda
arastirmada kullanilan plazmitler olduk¢a stabildir ve hiicre bdliinmesi sirasinda
hiicreden kayip olmaz. Ancak, apoptoz uyarimindan belirli bir siire sonra DNA
degredasyonu da basladigindan raportor genleri igeren plazmitlerin de pargalanma
olasiligt bulunmaktadir. Bu nedenle deney tasarimindan ve apoptoz surecinden
kaynaklanan zorunluluk dolayisyla apoptoz sinyali uyarildiktan kisa siire sonra (4-5
saat) TPS1 ve NTH1 genleri transkripsiyonlar: ilgili gen flizyonlarindan tayin edilmistir.
Trehaloz metabolizmasinin trehaloz fosfat sentaz ve trehalaz enzimlerince azot agligi ve
ozmotik stres gibi kosullarda aktive edildigi daha Once yapilan c¢alismalarda
aciklanmistir (Parrou ve ark. 1999, Zahringer ve ark. 2000). Genel sonug¢ olarak
degerlendirildiginde NTH1 ve TPS1 gen transkripsiyonlarinin S. cerevisiae’da farkli
hiicresel gelisim veya farklilasma siireglerinden de farkli sekillerde etkilendigi

gorulmektedir.
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EK 1. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

1: Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz (YPD) (Tam Besiyeri)

10 g yeast ekstrakt ve 20 g pepton saf suda ¢ozildl. Kati besiyeri (petriler) igin, sivi
besiyeri ortamma 20 gram/litre olusturacak sekilde Agar agar eklendi ve 121°C
sicaklikta, 25 dk steril edildi. Karbon kaynagi olarak %20’lik stok ¢ozelti halinde glikoz
hazirlandi, 121°C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. Glikoz, kullanimindan &nce
besiyerlerine son konsantrasyonu %2 olacak sekilde ortama ilave edildi. Tam besiyeri S.

cerevisiae suglarinin transformasyon oncesi rutin tiremesi i¢in kullanildi.

2: Urasil Icermeyen Sentetik Tam Besiyeri (Sc-Ura)

Sc-Ura besiyerini hazirlamak i¢in 1.7 gram/litre Yeast Nitrogen Base (YNB), 5
gram/litre Amonyum siilfat distile suda ¢ozulip, otoklavda steril edildi. Otoklavdan
sonra Sc-Ura amino asit karisimi1 xx gram/litre olacak sekilde saf suda ¢oziildi ve 0.45
mm’lik disk filtre ile steril edilerek verilen konsantrasyonlarda besiyerine eklendi.
Sc-Ura Kati besiyerleri igin 20 gram/litre olacak sekilde Agar agar ilave edildi. Glukoz
son konsantrasyonu %2 olacak sekilde %Z20’lik steril stok ¢Ozeltiden deneydeki
kullanimdan hemen 6nce ilave edildi. Derepres sartlar i¢in son konsantrasyon %0.1

olacak sekilde steril glukoz ilavesi yapildi.

3- YNB (Yeast Nitrogen Base) besiyeri

1.7 gram/litre Yeast Nitrogen Base (YNB), 5 gram/litre Amonyum sulfat distile suda
¢oziiliip, otoklavda steril edildi. Otoklavdan sonra gerekli aminoasitler 0.45 mm’lik disk
filtre ile steril edilerek verilen konsantrasyonlarda besiyerine eklendi. Kati besiyerleri
icin 20 gram/litre olacak sekilde Agar agar ilave edildi. Glukoz son konsantrasyonu %2

olacak sekilde %20’lik steril stok ¢ozeltiden deneydeki kullanimdan hemen once ilave

edildi.

4- Sporulasyon Besiyeri
10g Potassium asetat, 1g Yeast ekstrakt, 05 gram glukoz 1litre distile suda ¢6zundukten

sonra 20g litre olacak sekilde agar agar ilave edildi. Karisim otoklavda steril edildi
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5- SLAD ortamm (Synthetic Low Ammonium Dextrose)
Psodohifsel ilireme ortami olarak kullanildi. YNB besiyeri amonyumsuz oilarak

hazirlandi. Ortama kullanmadan énce 10mM kadar amonyum sulfat ilave edildi.

6: Lityum Asetat ve Polietilen Glikol (PEG) Cozeltileri

Lityum asetat (Molekiil agirligi: 102,02) 1M olacak sekilde saf suda hazirlandi ve 0,45
um por capli steril disk filtreler ile steril edildi. Maya transformasyonu i¢in kullanildi.
Polietilen Glikol (PEG) (Molekiil agirhigi: 3,350) distile suda %50’lik stok c¢ozelti
olarak hazirlanip, 121°C’de 25 dk otoklavda steril edildi. Maya transformasyonu igin
kullanildi.

7: Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) (%0,1) ve Kloroform Cozeltileri
Sodyum dodesil sulfat (SDS), steril distile suda %0,1°lik stok ¢ozelti olarak hazirlandi.
Kloroform seyreltilmeden, dogrudan stoktan kullanildi. Bu ¢ozeltiler maya hicrelerini

permeabilized ederek hiicre lizati hazirlamak igin kullanildi.

8: 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).

9: B- Galaktozidaz Tampon Cozeltisi (Z Buffer)
Z Buffer icerigi:

60 mM NazHPO4.7H20,

40 mM NaH2PO4.H20,

10 mM KCl,

1 mM MgS04.7H20

50 mM B-Merkepto-etanol ¢ozeltisi

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

saklandi
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10: Lowry Cozeltileri
I: Lowry A cOzeltisi:

20 g Na2CO3z ve 4g NaOH, toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda ¢ozuldi.
Il: Lowry-B1 ¢ozeltisi:

1 g CuSOg, toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile ¢ozilup, +4 °C’de
depolandi. 11I: Lowry-B2 ¢ozeltisi:

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

IV: Lowry-C cobzeltisi:

Her deney icin, Lowry-A, Lowry-B1 ve Lowry-B2 stok cozeltilerden belirlenen
konsantrasyonda taze olarak hazirlandi.

Lowry-C Cozeltisinin icerigi:

24,5 ml Lowry A,

250 ul Lowry BI,

250 ul Lowry B2.

11: ONPG (O-Nitrofenil p-D-Galaktopiranozid)
ONPG (Sigma N1127), en son konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde Z-tampon

¢ozeltisi i¢cinde hazirlanip, +4°C’de saklandi.
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EK 2. B- Galaktozidaz aktivitesi hesaplanmasi

B-Galaktozidaz aktivitesi asagida verilen formiile gére hesaplandi.

Aktivite: (ODas20x 1.7/0.0045)/(txVxP)

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 katsayis1

t: B-galaktozidaz reaksiyon suresi (dakika)

V: B-Galaktozidaz 6l¢iimiinde kullanilan hiicre lizat1 hacmi (ml)

P: Hiicre lizatlarinin protein konsantrasyonlar1 (mg/ml)

B-Galaktozidaz aktivitesi biririmi, dakika basina hiicre lizatindaki 1 mg ¢6zunir protein
icindeki B-Galaktozidaz enzimince hidroliz edilen nmol ONPG (nmol ONPG/dk/ mg

protein) cinsinden verilmistir
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