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Yiksek Lisans Tezi

SACCHAROMYCES CEREVISIAE’DA TRANSKRIPSIiYON FAKTORU GCRI1P
FAZLA SENTEZININ METABOLIK ETKiLERI

Mevliit ULAS

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Gliserol, trehaloz ve etanol Saccharomyces cerevisiae tarafindan glikolitik yolaga bagl
olarak iiretilen 6nemli endiistriyel metabolitlerdir. Glikolitik enzim kodlayan genlerin
transkripsiyonunu aktive eden en onemli faktér de GCR1 geni tarafindan kodlanan
transkripsiyon faktoriidiir. GCR1 geni delesyonlu maya suslarinda glikoltik enzimlerin
seviyesi normal seviyenin %1-3’{i kadardir. GCR1 mutant suslari glukoz igeren ortamda
cok yavas iireme gosterir. GCR1 geni ¢ok diisiik seviyede transkribe edilmektedir.
Gerlp glukoz tasinimi igin gerekli olan HXT genleri transkripsiyonun aktivasyonun da
yer alir. Bu arastirmada GCR1 geni hiicrede ¢ok kopyali olarak bulunan maya
ekspresyon vektoriinden CUPL1l promoturuna bagli olarak ekspres edilmistir.
Aragtirmada hem yaban tip ve hem de metabolik mutant S. cerevisae suslari
kullanilmigtir. GCR1 geni fazla expresyonunun iireme hizi, glukoz tiiketim hizi, ve depo
karbonhidrat metabolizmasina etkileri incelenmistir. Elde edilen arastirma sonuglari
GCR1 fazla sentezinin yaban tip maya susunda lireme hizini arttirdiini géstermektedir.
Gerlp fazla sentezi maya suslarinin genetik yapisina bagl olarak glukoz tiikketim hizini,
trehaloz, glikojen ve gliserol biyosentezinde de degisikliklere neden olmaktadir.
Bununla birlikte, elde edilen sonuglarimiz Gerlp fazla sentezinin etanol biyosentezine
etkisi olmadigin1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: S. cerevisiae, Glikoliz, Gliserol, Etanol, Trehaloz, Ureme hizi
Transkripsiyon, Metabolik Kontrol.
2015, XI1 + xx sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

THE METABOLIC AFFECTS OF OVEREXPRESSION OF GCR1P
TRANSCRIPTION FACTOR IN SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Mevliit ULAS

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

Supervisor: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Gycerol, trehalose and ethanol are important industrial metabolites produced from
glycolytic pathway in Saccharomyces cerevisiae. The most important transcription
factor that activates the transcription of the glycolitic enzyme encoding genes is GCRL.
In GCR1 deletion mutant yeasts, the levels of glycolitic enyzmes decrease to 1-3% of
the normal, wild type levels. GCR1 mutant Saccharomyces cerevisiae strains grow very
slow in the glucose medium. GCR1 gene is transcribed at low levels. Gcerlp is also
involved in the transcriptional activation of HXT genes that are involved in glucose
transport. In this study, GCR1 gene is expressed from CUP1 promoter on the high copy
yeast expression vector. Both the wild type and the metabolic mutant S. cerevisiae
strains were used in the study. The effects of GCR1 over-expression on the growth rate,
glucose consumption and reserve carbohydrate metabolism was investigated. Results of
this study indicates that GCR1 over-expression increases the growth rate of the wild
type yeast strain. Gerlp over-production also alters the glucose consumption rate,
biosynthesis of trehalose, glycogen, and glycerol, depending on the genetic structure of
the yeast strains. Nonetheless, our results indicated that GCR1 over-expression has no
effect on the ethanol biosynthesis in yeast.

Keywords: S. cerevisiae, Glycolysis, Glycerol, Ethanol, Trehalose, Growth Rate,
Transcription, Metabolic Control.
2015, XI1 + 39 pages
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1. GIRIS

Gerlp S. cerevisiae'da birgok metabolik olayla ilgili genlerin transkripsiyonunu aktive
eden ve sitoplazmik miktar1 az olan bir transkripsiyon faktoriidiir. Gerlp ozellikle
glikolitik yolakta yer alan enzim genlerinin aktivasyonu i¢in gereklidir. Glikolitik yolak
ise biitiin canlilarda korunmus 6zellikleri olan ana metabolik yolaktir. Hiicredeki birgcok
metabolit glikolitik yolak ara metabolitlerinden sentezlenir. Bu metabolitlerden bazilari
gliserol, etanol ve trehaloz olup énemli ticari degerleri de vardir. Ozellikle etanoliin

fermentasyon ile iiretiminde S. cerevisiae tercih edilen bir organizmadir.

Gerlp, basta glikolitik yolak enzimlerini kodlayan genler olmak iizere S. cerevisiae’da
birgok genin transkripsiyonunu kontrol eder. Gerlp sentezleyemeyen, Agcerl tipi bazi
mutant S. cerevisiae suslarinda iireme hizinda 6nemli diisiis goriilir. GCR1 geni
delesyonunun da bazi S. cerevisiae suslarinda ise letal oldugu bilinmektedir. Ayrica,
gcrl mutantlarinda glikolitik yolak enzimleri normal seviyenin % 1-3’i kadar
sentezlenir ve gcrl mutantlart glukoz igeren ortamda gok ¢ok yavas boliinme gosterirler.
Gerlp'nin eksikligi birgcok metabolik yolakda yavaglamaya ve metabolit miktarlarinda
azalmaya yol acar. GCR1 mRNA seviyesinin S. cerevisiae’da diisiik miktarda oldugu da

bilinmektedir.

Tezin amaci Gerlp transkripsiyon faktoriinii fazla sentez ettirerek S. cerevisiae'da
glukoz kullanimina bagl olarak olusan metabolit seviyelerindeki degisikligi ve glukoz
tiketim hizin1 incelemektir. Ayrica Gerlp'in hiicre dongiisiinii de kontrol ettigi

bilindiginden Gerlp'nin fazla sentezinin tireme hizina etkileri de incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. S. cerevisiae’min Genetik Yapis1 ve Biyolojik Ozellikleri

Tek hiicreli okaryotik bir maya olan Saccharomyces cerevisiae, mantarlar alemi tyesi
olan bir mikroorganizmadir (Feldman 2012). Mantarlar aleminin iiyesi olmasina karsin,

genetik 6zellikleri bakimindan bitkilerden ¢ok hayvanlar alemine daha yakindir.
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Sekil 2.1:S. cerevisiae mayasi (Alberts ve ark. 2007)

Engin bir okyanus olan canlilar diinyas: igerisinde birbirleri arasinda olan evrimsel
baglantilardan dolay1r her bir organizmayr diger organizmadan ayr1 diislinmek
imkansizdir. Bu nedenle, S.cerevisiae’nin diger maya tiirleri ile olan evrimsel baglantisi
onem arz etmektedir. Sekil 2.1°de S.cerevisiae’ nin farkli maya tiirleri ile olan

filogenetik iliskisi gosterilmektedir.



Sekil 2.2: S. cerevisiae mayasinin farkli mayalarla filogenetik iligkisi (Langkjaer ve ark.
2003).

Cizelge 2.1: S.cerevisiae mayasinin taksonomik siniflandirmasi (Hansen,1883).

OKARYOTLAR
Alem Fungi
Sube Ascomycota
Takim Saccharomycetes
Sinif Saccharomycetales
Aile Saccharomycetaceae
Cins Saccharomyces
Tiir Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae‘ da plazma membrani iizerinde bulunan hiicre duvari temel olarak p-1,3-
ve B-1,6- glukanlardan olusmaktadir (Karp, 2006). S.cerevisiae mayasi, hiicresel
aktivitelerini gerceklestirmek icin basit bir 6karyot hiicrenin sahip olmasi gereken
membranli temel organellere sahiptir; kloroplast icermeyen bu maya tiirii, ER, golgi,
peroksizom, vakuol ve Ozellikle de oksijenli solunum yapmasina olanak saglayan
mitokondriye sahiptir. Bu organellerden vakuol daha gelismis canlilarda bulunan

lizozomun analogu olup proteinlerin doniisiimiinii saglamakla birlikte bitkilerde yer alan



vakuoller gibi depo gorevini de istlenir (Karp, 2006). Ayrica vakuol, pH ve osmotik
diizenleme ile protein degradasyonu ve amino asit depolama islemlerini de yerine getirir

(Bryant ve Stevens, 1998).

S. cerevisiae, haploid ve diploid olmak {iizere 2 farkli yasam dongiisiine sahiptir.
Haploid evrede mitoz boliinme ile ¢ogalirken, diploid evrede uygun sartlar olustugunda
mayoz bolinme gecirebilmektedir. Diploid maya hiicreleri de mitoz bdliinme ile
cogalirlar fakat iireme ortami kosullar1 yetersiz oldugunda mayoz béliinme gegirerek
spor olustururlar. Haploid sayida kromozom iceren maya hiicrelerinden biri ‘@’
feromonu, digeri ise ‘a’ feromonu salgilar ve iki farkli hiicre birleserek diploid bir hiicre
meydana getirirler. Spor olusumunu saglamak i¢in hiicrelerin lireme ortaminda karbon
ve azot kaynaginin ¢ok kistli olmasi1 gerekir. Karbon kaynagi olarak glukoz yerine asetat
bulunmasi diploid S. cerevisiae hiicrelerinin hizli bir sekilde spor olusturmasini saglar
(Dickinson, 2004). Spor olusumunu MATa/MATa, MATo/MATa diploidleri
gerceklestiremez (Dickinson, 2004). Diploid evrenin yasanmasi, maya hiicrelerine fakli
genoma sahip bireylerin olusumunu saglayarak evrimsel agidan avantaj saglar. Diger

taraftan diploid ile haploid hiicrelerin tomurcuklanmalar1 da farklilik gosterir.
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Sekil 2.3: S. cerevisiae’nin yasam dongiisii (Herskowitz, 1988)



Uygun tireme ortami sartlart saglanirsa bir haploid maya hiicresi 100 dakikada bir mitoz
boliinme gegirerek ¢ogalir. S. cerevisiae lireme hizi maya susuna ve ortam kosullarina
oldukca baghdir. Hizli ¢ogalma 6zelligi ve onceden bahsedilen diger 6zellikleri de
biraraya geldiginde S. cerevisiae mayasin1 genetik, biyokimyasal, metabolik

aragtirmalar i¢in uygun bir organizma olur.

Haploid Diploid
Q9
> P
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Sekil 2.4: S. cerevisiae’ de haploid ve diploid tomurcuklanma (Dickinson, 2004)

Saccharomyces cerevisiae genomu 16 kromozom igermekte olup yaklasik olarak 13.392
kb biiyiikliigiine sahiptir (Madigan, 2010). Tiim genomunun sekanslanmig olmasi ¢esitli
hiicresel islemler iizerinde ¢alismaya biiyiik bir olanak saglamaktadir. Degisen kosullar
altinda spesifik bir genin yaniti kolaylikla ¢alisilabilir (Alberts, 2007). S.cerevisiae
uygun sartlar altinda dis ortamdan DNA fragmentlerini hiicre ig¢ine alip kromozomlarina
entegre edebilir. S. cerevisiae’da letal olmayan genlerin mutantlarinin fenotipik ve
metabolik etkilerini incelemek de kolaydir (Feldman 2012). S. cerevisiae’nin genetik
modifikasyonlar i¢in klonlama vektorleri de ¢ok gesitlidir. Istenildiginde klonlanacak
genleri tek kopya ve ¢ok kopyali olarak ekpres etmek i¢in kromozom dis1 stabil
vektorleri vardir. Bu klonlama vektorleri; YEp (Yeast Episomal Plasmit) ¢ok kopyali
olarak bulunurken, YCP (Yeast Centromer Plasmit) tek kopya olraka bulunur. Ayrica
klonlanan genlerin kromozomal integrasyonu icin tasarlanmig, replikasyon orijini
icermeyen fakat secilebilir marker gen iceren integrasyon vektorleri de vardir. Bu
plazmitler de Yeast Integration plasmids (YIp) olarak bilinir. Cok biiyilk DNA

pargalarin1 kolonlamak icin de yapay kromozomlar olarak adlandirilan, yapilarinda



sentromer, replikasyon orijini ve telomer yapilari bulunan YAC (Yeast Artificial
Chromosomes) vektorleri bulunur (Feldman 2012). S. cerevisiae’da heterolog olarak
iiretilen proteinlerde bazi post translasyonel modifikasyonlar da yapilmaktadir (Feldman
2012) S.cerevisiae’da protein kodlayan gen sayisi yaklasik olarak 6.000’dir. Maya
hiicresinde proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarim1 saptamak kolay bir is olmadigindan
proteinlerin siniflandirilmasit ve fonksiyon analizi genellikle proteinler arasindaki

homoloji kullanilarak yapilir (Lodish, 2004).

S. cerevisiae, biyolojik c¢alismalarda model organizma olarak fazlasiyla tercih
edilmektedir. Model organizma olarak segilmesinin baslica nedeni uygun sartlar altinda
laboratuvarda hizli ve kolay iiretilmesi, genetik yapisinda degisiklik yapilmasinin kolay
olmasi, mutant izolasyonunun kolay olmasi, haploid ve diploid hiicre tiplerinin
olmasidir (Feldman 2012). S. cerevisiae mayast bu oOzellikleri sayesinde; hiicre
dongiisli, protein salinimi, membran olusumu, hiicre iskeletinin islevi, hiicre
farklilagsmasi, yaslanma, genlerin fonksiyonu ve kromozom yapist gibi bir¢ok

bilinmeyenin aydinlatilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Lodish ve ark. 2004).

2.2. S.cerevisiae’nin Endiistriyel Onemi

S.cerevisiae basta gida olmak iizere, gesitli sektorlerde farkli amaglar igin yaygin
kullanim alanina sahiptir. Baslica nedenlerinden biri bu maya tiiriiniin patojenik 6zellik
tasimamast ve GRAS (Genellikle Giivenli Olarak Degerlendirilir) kategorisinde yer
almasidir. Ayrica S. cerevisiae mayasmin pH degisimlerini tolere edebilmesi ve 40 °C’
ye kadar sicaklikta biiylimesi, bu maya tiiriinii endiistri i¢in cazip kilmaktadir (Rudolf ve

ark. 2009).

S.cerevisiae sarap, ekmek gibi iriinlerin liretiminde baglica organizma olmasinin yani
sira, biyolojik agidan model organizma olarak kullanimi onun ila¢ endiistrisinde yeni
ilaglarmin kesfinde; ozellikle rekombinant protein iiretiminde 6nem arz eden bir
organizma haline getirmektedir (Porro ve ark. 2011). Ayni zamanda azalan fosil
kaynaklarina alternatif olabilecek biyoyakit iiretimi ile enerji sektdriinde, genetik olarak
modifiye edilen mayalarin biyoremediasyon islemi ile bozulan ekolojik ortamin yeniden

kazanimi ile ¢evre endiistrisinde ve diger birgok sektérde dnemli bir yere getirmektedir.



S. cereveisiae farmasotik alanda da hem iiretim hem de aragtirma amacglh kullanilir.
Biyofarmasotikler olarak bilinen peptid yapili bilesikler, enzim, hormon veya as1 amagh
antijenik bilesikler olarak S. cerevisiae’da iiretilmektedir (Mattanovich ve ark. 2012).
Son yillarda baska bir uygulama alani ise S. cerevisiae’da yeni metabolik yolak
olusturup nadir bulunan Onemli ikincil metabolitlerin {iretilmesidir. Taksol onciil
maddesi olan taksadien, vanilya ve resveratrol S. cerevisiae’da iiretilebilen bitkisel
kaynakli ikincil metabolitlerden sadece bazilaridir (Wang ve ark. 2011; Engels ve ark.
2008).

Tim bu ozellikleri dolayisiyla S. cerevisiae 21. yiizyilin en Onemli deneysel
organizmasi olarak da adlandirilmistir (Botstein ve Fink 2011).

2.3. S.cerevisiae’da Glukoz Transportu ve Sinyal Iletimi

Glukoz S. cerevisiae mayasi igin dncelikli tercih edilen karbon kaynagi olmakla birlikte,
birgok farkli prosesin ve sinyal iletim yolaginin baslamasina neden olan bir sinyal
molekiilii olarak da gorev yapar. Maya hiicresinin bulundugu besiyeri ortamindaki
karbon kaynagi olarak belirli miktarlarda glukoz bulunmasi bazi genlerin
ekspresyonlarinin aktive olmasina ya da baskilanmasima neden olur. Ortamda fazla
glukoz bulundugunda galaktoz, sukroz, etanol vb. gibi farkli karbon kaynaklarinin
kullanimi igin gerekli olan genler baskilanir (Gancedo 1998) ve farkli enzim ve
transporterlar inaktif konuma gecer (Gancedo 1997). Ote yandan glukozun cesitli
genlerin transkripsiyonunu indiikledigi de daha once rapor edilmistir (Belinchon ve
Gancedo 2007). Laktat ve gliserol gibi fermente edilemeyen karbon kaynaklarinda
kultive edilen S.cerevisiae kiiltiirlerine glukoz eklendiginde genlerin %30’luk kisminin
anlatiminda degisim oldugu belirtilmigtir (Wang ve ark. 2011). Mayanin kiiltiir
ortamma bu sekilde glukoz eklenmesi ile bazi metabolik olaylar yeniden
programlanarak iireme hizi artar ve maya hiicreleri fermentatif sekilde tiremeye baslar
(Feldman 2012).

S. cerevisiae’da glukoza bagl sinyal iletiminde goérev alan en 6nemli sinyal faktorleri
hiicre zarinda bulunan ve ortamdaki farkli miktarlardaki glukozu algilayip aktive yada
inaktive olan sensorlerdir. Snf3p (Sucrose non-fermenting) ve Rgt2p (Restoration of



glucose transport) sensor ¢ifti bunlardan ikisidir. Rgt2p kiiltiir ortaminda yiiksek glukoz
(%]1°den daha fazla) oldugu zaman aktive olur. Snf3p ise diisiik glukoz (%0.1) ile aktive
olan membran glukoz sensériidiir (Ozcan ve ark. 1998). Bu sensorler Rgtlp
transkripsiyon faktoriinii aktive ederek glukoz miktarlarina gore hedef genlerin

regiilasyonunu saglar.

S. cerevisaiae’da glukoz sinyal iletiminde diger bir sensor sistemi cAMP’ye bagimli
olan Protein Kinaz-A (PKA) yolagidir. Hiicrezarinda bulunan Gprlp sinyal sensoru ile
aktivasyonu gergeklestirilir (Santangelo 2006). Yiiksek glikoz miktar1 varliginda bu
sinyal sensoru sitoplazmada gergeklestirilen CAMP sentezini aktive edip, sentezlenen
cAMP PKA’yi aktive eder. Aktive olan PKA enzim, transkripsiyon faktorleri ve yapisal
proteinlerin fosforlanarak glukoz sinyaline hiicresel yanit olusturmasini saglar
(Santangelo 2006, Gancedo 1998, 2008).

S. cerevisiae’daki 6zellikle glukoz sinyaline bagli birgok metabolik olay protein kinaz
olan Snflp ile kontrol edilir (Hardie, 2007). Disiik glukoz sinyali ile aktif konuma
gecen Snflp kompleksi yiiksek glukoz sinyalinde inaktif olmaktadir. Aktif durumdaki
Snflp kompleksi repressor protein olan Miglp’yi fosforlayarak inaktif konuma,
Snflp’nin inaktif olmasi durumunda ise Miglp proteinini aktif konuma gecirir. Aktif
olan Miglp alternatif karbon kaynaklarmin kullanimi ile ilgili enzim ve yapisal
proteinlerin kodlandig1 genlerin transkripsiyonunu baskilar ki bu olay S.cerevisiae’de
glukoz baskilamasi (Glucose repression) olarak adlandirilir (Ronne 1995, Gancedo
1998). Miglp’nin inaktif olmasi durumunda yani diisiik glukoz ve alternatif karbon
kaynaklar1 kullanildiginda ise bu genlerin transkripsiyonu gerceklesir. Mayadaki bu
durum da glukoz derepresyon olarak adlandirilmaktadir. S.cerevisiae’de birgok genin

transkripsiyonu glukoz baskilamasi ve derepresyonu ile kontrol edilir.

S.cerevisiae’de kolaylastirilmis difiizyon mekanizmast ile hiicre igerisine alinan serbest
glukozun transportu hiicre membraninda bulunan ve HXT genleri tarafindan kodlanan
hekzos tastyict proteinler (hexose transporters) araciligi ile saglanir. HXT genlerinin
transkripsiyonu ise kiiltiir ortam1 kosullar1 ve asamalari, glukoz konsantrasyonuna gore
kontrol edilmektedir. Bununla birlikte insanda karacigere glukoz girisini saglayan
membran proteinleri (GLUT) ile Hxt proteinleri arasinda yiiksek derecede homoloji
oldugu rapor edilmistir (Boles ve Hollenberg 1997).



2.4. S.cerevisiae’da Gerlp’nin Onemi

S.cerevisiae’da glukoz kullaniminda rol alan esas metabolik yol glikolitik iz yoludur.
Glikolizde gorev alan bazi enzimlerin aktiviteleri metabolit seviyelerine gore kontrol
edilirken bu metabolik yolun asil kontrolii yolakta rol alan enzim genlerinin
transkripsiyonel kontrolii ile genetik seviyede saglanir. Glikolitik yolaktaki enzim
genlerinin transkripsiyonunu aktive eden en 6nemli transkripsiyon faktoriiniin Gerlp
(glycolysis regulatory protein-1) oldugu daha once rapor edilmistir (Lopez ve Baker,
2000). Yaban tip S.cerevisiae ile GCR1 mutant susu glikolitik enzim seviyeleri
bakimindan karsilastirildiginda GCR1 mutantlarinin enzim seviyelerinde % 97-99
arasinda bir diistis oldugu belirlenmistir (Clifton ve Fraenkel, 1981). DNA’ya baglanan
bir transkripsiyon faktorii olan Gerlp glukoz igeren kiiltiir ortamlarinda oto regiilasyon
ile kendi transkripsiyonunu da belirli diizeyde aktive eder. Gcrlp bazi genlerin
transkripsiyonel aktivasyonu icin Raplp ve Gcer2p ile birlikte bulunmaktadir (Sasaki ve
ark. 2005, Sasaki ve Uemura 2005). Raplp S. cerevisiae’da bol miktarda bulunan ve
cok fonksiyonlu bir transkripsiyon faktoriidiir. RAP1 geni S.cerevisiae igin esansiyel bir
gen olup delesyonu letaldir. GCR2 geni delesyonunda ise S.cerevisiae hiicreleri normal

fenotip gosterirler.

Gerlp bazi siklin genlerinin (CLN) transkripsiyonunu da aktive ederek glukoz
miktarlarina goére hiicredongiisiinii de kontrol etmektedir (Willis ve ark. 2003).
S.cerevisiae’da boliinme siiresi (iireme hizi) 6zellikle G1 asamasinda kontrol edilir. G1
asamasi da G1 siklinleri tarafindan protein sentez hiz1 (critical rate of protein synthesis)
gore kontrol edilmektedir (Willis ve ark. 2003, Popolo ve ark. 1982). Yaban tip
S.cerevisiae suslarinin glukoz igeren ortamda i{ireme hizlar1 ortalama 90-100 dakika
iken, GCR1 mutantlarmin tireme hizlarinin ¢ok diisiik oldugu yaklasik 780 dakika
oldugu belirlenmistir (Lopez ve Baker 2000). Gerlp’nin hiicreye glukoz taginimi
(glukoz transportu) icin de gerekli oldugu gerl mutanti ve yaban tip S. cerevisiae suslari
kullanilarak gosterilmistir (Bisson 1999). Gerlp’nin direkt olarak bazi HXT genleri
transkripsiyonu kontrol ettigi de bilinmektedir (Tirkel ve Bisson 1999). GCR1’in

trehaloz ve glikojen metabolizmasi i¢in de gerekli oldugu yaban tip ve gcrl mutant1 S.



cerevisiae suslarmin karsilastirmali analizi ile belirlenmistir (Tiirkel 2002). HXT1 ve
HXT7 genlerinin S.cerevisiae’da fazla ekspresyonu ile de hiicreye glukoz girisinde artig

oldugu saptanmistir.

2. 5. S.cerevisiae’da Gliserol, Trehaloz ve Glikojen Metabolizmasi ve Onemi

S.cerevisiae’da glukozun trehaloz ve glikojen olmak tizere iki farkli depo sekli mevcut
olup degisen ortam sartlarina gore hiicre igerisindeki glikojen ve trehaloz miktarlari
biiylik degiskenlik gosterir. Trehaloz a (1,1) bag: ile bagl iki glukoz molekiiliinden
olusan indirgenemeyen bir disakarrittir. Maya, bakteri, bitki, bocek ve omurgasiz
hayvan hiicrelerinde bulunup genellikle stres metaboliti olarak depo edilmektedir
(Frangois ve Parrou 2001). Trehaloz ve glikojen metabolizmas1 kompleks diizenleyici
sistemlerle kontrol edilir (Sekil 1.5). Trehaloz metabolizmasi trehaloz sentaz, nétral
trehalazlar ve asit trehalaz olmak tizere 3 farkli enzim sistemi tarafindan katalizlenir
(Tablo 1.2) notral trehalazlar (Nthlp ve Nth2) trehalozun yikiminda gérev alip NTH
geni tarafindan kodlanirlar. Asit trehalaz enzimi de trehaloz yikiminda goérev alip ATH

geni tarafindan kodlanir ve vakaouler trehalaz olup siirekli tiretilir.

Trehaloz glukoz 6-fosfat ve UDP-glukozdan iki kademede trehaloz sentaz enzim
kompleksi tarafindan sentezlenir. Trehaloz normal iireme kosullarinda bazal miktarda
sentezlenirken, aglik ve stres kosullarinda, duragan fazda biyosentezi ve hiicre i¢imiktari
¢ok artmaktadir (Francois ve Parrou 2001). Trehaloz biyosentez yolunda ara metabolit
olan trehaloz 6-fosfat ise hekzokinazlarin inhibitériidir (Blazquez ve ark. 1993).
Trehaloz sentaz enzim kompleksi Tpslp, Tps2p, Tsllp ve Tps3p olmak iizere 4 farkli
alt birimden olusur. TPS1 geni delesyonlu olan bazi maya suslar1 glukoz igeren ortamda
tiremez (Hohmann ve ark. 1993). TPS1 geni delesyona ugrayan S. cerevisiae suslarinda
trehaloz 6-fosfat inhibisyonu olmadigindan hiicreye ¢ok fazla glukoz girisi olmaktadir.
Alman glukoz da hiicre iginde ATP kullanilarak glukoz 6-fosfata doniisiir. Bu durumda
hiicrede ATP ve/veya fosfat azaldigindan S.cerevisiae ‘da glukoz toksisitesinin ortaya

¢iktig1 One siiriilmiistiir (Thevelein ve Hohmann 1995).
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Cizelge 2.2: Trehaloz metabolizmasi genleri ve kodladiklar1 enzimler.

GEN URUNU FONKSiYONU

TPS1 Trehaloz-6-P sentaz Trehaloz sentezi

TPS2 (TPP) Trehaloz-6-P fosfotaz Trehaloz-6-P defosforilasyonu

TSL1ve TPS3 | Diizenleyici alt birimler | TPS kompleksinin stabilitesi

NTH1 Notral, sitosolik trehalaz | Trehaloz yikimi

ATH1 Asidik, vakuolar trehalaz | Trehaloz yikimi

Glikojen dallanmis bir yapiya sahip bir polisakkarit olup, glukoz molekiillerinin a(1,4)
bagi ile lineer zincir, lineer zincire glukoz molekiillerinin @(1,6) bagi ile baglanmasi

sonucu bu dallanma yapisi olusur. Trehaloz metabolizmasinda oldugu gibi agir stres
sartlarina  karsi tolerans gosterme Ozelligine sahip bir depo polisakkaritidir.
S.cerevisiae’da glikojen logaritmik fazin sonuna dogru sentezlenmeye baslar. Hiicre
igerisine aliman glukoz hekzokinaz ve glukokinazlar ile glukoz 6-fosfata doniisiir.
Glukoz 6-P fosfoglukomutaz enziminin Kkatalizledigi reaksiyonla glukoz 1-fosfata
dontigiir. Glc 1-P molekiili UDP-glukoz pirofosforilaz enzimi (Ugplp) araciligiyla
UDP-glukoza donistiiriiliip bu molekiilden glikojen sentezi baslama, uzama ve
dallanma olmak tizere 3 kademede gerceklesir. Glikojen sentezinin metabolik olarak
diizenlenmesi glukoz 6-fosfat tarafindan glikojen sentazin allosterik kontrolii ve geri
dontigiimlii olarak fosforilasyonu ile saglandigi rapor edilmistir. Diger bir regiilasyon da
Pho85 proteini ile yapilmakta olup bu protein glikojen sentazi fosforlayip inaktive eder.
Glc7p, Gaclp ve Piglp kompleksinin defosforilasyonu ile de aktif hale geldigi
belirtilmistir.
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Sekil 2. 5:Glikojen ve trehaloz metabolizmasiningematik gosterimi (Francois ve ark.
2012)

Glikojenin yikimindan ise GPH1 ve GDB1 genleri tarafindan sentezlenen glikojen
fosforilaz (Gphlp) ve glikojen debranching (Gdblp) enzimleri sorumludur. Gphlp
a(1,4) baglarini kirarak glikojenin glukoz 1-fosfata, Gdblp enzimi ise «(1,6) baglarin

hidroliz ederek glikojenin glukoza yikilmasini saglar.

Gliserol, S.cerevisiae’da siirekli olarak bazal miktarda sentezlenen dihidroksi aseton
fosfattan baslanilarak sentezlenen bir metabolittir. Bu metabolik yoldaki ilk enzim olan
gliserol 3-fosfat dehidrojenaz GPD1 geni tarafindan kodlanmaktadir. Gpdlp enzimi
dihidroksi aseton fosfatin gliserol 3-fosfata doniistimiinii katalizler (Albertyn ve ark.
1994). Gliserol sentezi S.cerevisiae’da ozmotik stres altinda daha fazla aktive edilir.
Gliserol, S. cerevisiae’da ozmotik stres kosullar1 altinda 0zmo koruyucu olarak kullanir.
Yiiksek miktarda tuz (1-1.4M NaCl), sorbitol (1M) veya sukroz (%10 veya daha yiiksek
oranda) varliginda gliserol biyosentezi aktive edilmekte ve hiicre igerisinde gliserol

birikmektedir (Posas ve ark. 2000, Hohmann 2002). Ozmotik stres kosullarinda
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gliserolun hiicre digina tasinimi da durdurulmaktadir (Hohman ve ark 1993).
S.cerevisiae’da NAD" bagimli gliserol 3-fosfat dehidrojenazin kodlandigi diger gen ise
GPD2’dir, fakat GPD2 geni sadece anoksik (aneorobik) sartlarda aktive edilir ve
gliserol biyosentezine katkida bulunur (Ansell ve ark. 1997). Normal kosullarda ve
ozmotik stres altinda gliserol biyosentezi sadece GPD1 geninden kodlanan NAD®

bagimli gliserol 3-fosfat dehidrojenaz tarafindan gergeklestirilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3. 1. Arastirmada Kullanilan S. cerevisiae Suslari ve Uretilmesi

Yapilan tez calismasinda kullanilanYST124 (yaban tip), YST311 (Atpsl), YST316
(Agpdl), YST317 (Aadhl) ve YST318 (Aadh2) suslari Frankfurt Universitesi
Mikrobiyoloji Enstitiisii'ndeki EUROSCARF S.cerevisiae koleksiyonundan temin
edilip kullanildi. S.cerevisiae YST124 susu genomu tiimiiyle sekanslinmis olup bu
aragtirma i¢in herhangi bir mutasyon icermeyen yaban tip standart sus olarak kullanildi.
Diger suslar ise YST124 susu ile izogenik sus olup bu sustan sirasiyla TPS1, GPD1,
ADH1 ve ADH2 genlerinin delesyonu ile elde edilen mutant suslar olarak kullanildi. S.
cerevisiae Atpsl, Agpdl, Aadhl ve Aadh2 mutant suslar1 bu ¢alismada toplu olarak
metabolik mutant suslar olarak adlandirilmistir. Tez calismasinda kullanilan suslar ve

genotipleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

S. cerevisia suslarmin tamami 2 ml’lik YPD besiyeri igeren tiiplerde canli olarak
EUROSCARF’tan temin edildi. Bu suslar YPD petrilerine ¢izgi ekimler yapilarak
cogaltildi. Uzun vadede kullanilmak tizere, bu petrilerden steril ¢ubuklar yardimiyla 1
ml %20 gliserol igeren tiiplere aktarilarak stoklar hazirlanip -70 °C’ye kaldirildi. Kisa
siireli kullanimlar icin ise S.cerevisiae igeren bu YPD petrileri +4 °C’de buzdolabinda
muhafaza edildi. Transformant maya hiicrelerini {iretmek i¢in segici ortam olarak Sc-
Leu + %2 glukoz (16sin igermeyen minimal sentetik {ireme ortami) iireme ortami
kullanildi. Transformant olmayan S. cerevisiae suslarint minimal ortamda iretebilmek
igin de Sc-Leu +%2 glukoz {ireme ortamina son konsantrasyonu 30 mg/L olacak sekilde
steril 16sin ilave edildi. GCR1 fazla sentezinin S. cerevisiae transformantlarinda
iiremeye olumsuz etkisi belirlendi. Bundan dolayr YEp-CUP1-GCR1 transformanti
mayalarin lireme ortamina tezin tartisma boliimiinde agiklanan nedenden dolayr bakir

iyonlari ilave edilmedi.

Tez galismasinda kullanilan besiyerleri ve igerikleri Ek-1’de detayli olarak verildi.
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Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslar1 ve 6zellikleri.

Euroscarf | ST Lab Kodu | Genotipi ve ilgili mutasyonlar

Kodu

Y00000 YST124 MAT a, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3Ao0.
(Haploid, Yaban tip)

Y03265 YST311 MAT a, his3A1; leu2A0; met1540; ura3A0;
YBR126¢c::kanMX4
(Atpsl mutantn)

Y03718 YST316 MAT a, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0;
YDLO022w::kanM X4
(Agpdl mutanti)

Y06236 YST317 MAT a, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0;
YOLO086¢c::kanMX4
(Aadhl mutanti)

Y00891 YST318 MAT a, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0;
YMR303c::kanMX4
(Aadh2 mutanti)

3. 2. YEp-CUP1-GCR1 Plazmitinin Yapisi ve Transformasyonu

Arastirmamizda kullanilan YEp-CUP1-GCR1 plazmiti daha Onceki arastirmalarda
hazirlanmistir (Tiirkel ve Bisson 1999). Plazmid igerisinde bulunan 2532 bp’lik GCR1
kodlama bolgesi tim GCR1 klonunu iceren pHB66 plazmidinden polimeraz zincir
reaksiyonu ile c¢ogaltilmistir (Baker 1991). Kesilen bu fragment daha onceki
caligmalarda elde edilen ve Bglll ve Kpnl restriksiyon enzimleri ile kesilen ve 2uM
LEU2 tabanl pJD439 plazmidine ligasyonu yapilarak elde edilmistir (Dohmen 1995).
Bu plasmidden GCR1 transkripsiyonu siirekli olarak aktif olan CUP1 promotoru
kontrolii altinda gergeklesir (Mascorro-Gallardo 1996, Hottiger 1995). Transkripsiyon

faktorii Gerlp’nin fazla iiretimini yapan plazmid vektorii 2 pM-LEU2 temelli bir mekik
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tipi vektordiir. Plazmid ayni1 zamanda E. Coli’de replikasyon ve seleksiyon i¢in ColE1
replikasyon orijini ve Ampisilin diren¢ geni olan -laktamaz (bla) geni, S.cerevisiae’da
cogaltim ve stabilite i¢in ise 2 mikron replikasyon orijini ve secici markor olarak da
LEU2 geni igerir (Tiirkel and Bisson 1999). LEU2 markérii dolaysiyla bu plazmitin
transforme edilecegi S.cerevisiae suslari Aleu2 mutant suslari olmak zorundadir ve tez

arastirmamizda kullanilacak olan suslar da Aleu2 mutasyonlu suslardir.

HindIII (233)

, NarI (446)

YEplac181
5741 bp

Sekil 3.1: YEp-CUP1-GCR1 plazmitinin yapis1 (SnapGene programu ile elde edildi)
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Tez caligmamizda kullandigimiz bu plazmiti gogaltmak i¢in plazmitler ncelikle E. Coli
DH5a hiicrelerine kalsiyum- magnezyum metodu ile transforme edildi (Ausubel ve ark.
1993). Ampisilin igeren LB petrilerine ekilen E. coli hiicrelerinden izole olanlar
secilerek 5 ml’lik Ampisilinli LB s1v1 besi yerlerine ekilerek 18 saat 37 ° C’de yaklasik
olarak 150 doniis/dakika hiz ile galkalamali inkubatorde tekrar iiretildi. Daha sonra elde
edilen YEp-CUP1-GCR1 plazmidini igeren transformant E. Coli hiicreleri ticari olarak
satilan plazmid saflastirma kiti kullanilarak iretici firma tarafindan belirtildigi sekilde
saflastirilip 100 ul 1X TE soliisyonunda -20 °C’de muhafaza edildi.

Yaban tip ve mutant S. cerevisiae suslarina daha 6nce tanimlanan lityum asetat-poli
etilen glikol (PEG) yontemi kullanilarak pCUP1-GCR1 plazmidi transforme edildi
(Rose ve ark. 1990). Transformasyon i¢in 5 ml YPD ortamlarina steril kiirdan
kullanilarak 4 °C’de muhafaza edilen stok S. cerevisiae suslarindan ekim yapildi ve
calkalamal1 inkiibatdrde 140 devir/dakika hizda ve 30°C’de bir gece boyunca iiretildi.
Sivi kiiltiirdeki S. cerevisiae suslarinin 1 ml’i taze 25 ml YPD ortamina eklendi ve ayni
sartlarda logaritmik asamaya (ODggp=0.8-1.0) kadar firetildi. Logaritmik fazdaki S.
cerevisiae hiicreleri santrifiijjde 3000 g’de 5 dakika ¢oktiiriildii. Coken S. cerevisiae
hiicreleri siipernatant atildiktan sonra 25 ml steril saf su eklenip vortexlendikten sonra
tekrar santrifiij ile 3000g’de 5 dakika ¢oktiiriilerek yikandi. Siipernatant atilip ¢oken S.
cerevisiae hiicreleri taze 1 ml 0.1M lityum asetat ¢ozeltisinde ¢oziildii. Sivi faz atilip
¢oken S. cerevisiae hiicreleri taze hazirlanmig 1ml steril 0.1 M lityum asetat ¢6zeltisinde
siispanse edildi. Mikrofiij tiiplerindeki siispansiyon 10 sn boyunca mikrosantrifiij
cihazinda en yiksek hizda c¢oktiriildi. Sonrasinda lityum asetat S. cerevisiae
sispansiyonundan pipet araciligiyla uzaklastirildt ve 450 pl 0.1 M lityum asetat
eklenerek hiicreler ile tekrar bir siispansiyon olusturuldu. Bu siispansiyondan 50 pl
miktarlik kisim steril mikrofiij tiiplerine alind1 ve en yiiksek hizda tekrar 10 sn boyunca
mikrosantrifiij cihazinda ¢oktiiriildiikten sonra lityum asetat pipetle uzaklastirildi. Daha
sonra mikrofijj tiiplerindeki S. cerevisiae ¢okeltilerinin istiine 5-6 pg denatiire edilmis
herring sperm DNA’s1, 4-5 pg plazmid DNA’s1, 36 pul 1 M lityum asetat, 240 ul PEG ve
60 ul steril saf su ilave edildi. Bu plazmit-maya hiicresi karisimlar1 30°C’de etiivde 30
dakika bekletildi. Daha sonra bu hiicre plazmit karisgimi 42°C’lik su banyosunda 30
dakika 1s1 sokuna maruz birakildi. Ardindan mikrosantrifijde 8000 rpm’de 15 sn

¢Oktiiriildii ve transformasyon karigimi mikropipetle uzaklastirildi. Coken S. cerevisiae
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hiicreleri 400-500 pl steril saf suda siispanse edildi. Bu hiicre silispansiyonundan 75-100
pl miktarlik kismi urasil icermeyen sentetik tam minimal tireme ortami (SC-Ura + %2
glukoz) petrilerine ekildi ve 30°C’deki etiive birakildi (Ek 1). S. cerevisiae
transformantlarinin tiremeleri igin petriler 30°C’de 3-4 giin bekletildi. S. cerevisiae

transformantlarini igeren petriler +4 °C’de saklandi.

3. 3. YEp-CUP1-GCR1 Transformantlarinin Farkh Kosullarda Uretilmesi

S. cerevisiae suslar rutin kullanimlar ig¢in %1 yeast extract, %2 pepton, %2 agar ve %2
glukoz igeren YPD petrilerinde 4 °C’de depo edildi. pCUP1-GCR1 plazmitini
S.cerevisiae suslarina transform etmek i¢in maya suslari standart kosullarda 30 °C 140
dontig/dakika calkalamali etiivde once 5 ml YPD besiyerinde bir gece firetilerek 6n
kiiltiirler elde edildi. Bu on kiiltiirler kullanilarak 25 ml taze YPD sivi ortamina 1 ml
maya kiiltiiri agilanarak standart sartlarda 4 saat tiretilerek logaritmik fazda S.cerevisiae
kiilttirleri elde edildi.

S. cerevisiae’ya pCUP1-GCR1 plazmiti transformasyonu lityum asetat-polietilen glikol
yontemi ile yapildi (Gietz ve Schiestl 1995). Transformant maya suslari |6sin igermeyen
sentetik tam besiyerinde (Sc-leu, Synthetic Complete minus Leucine) iiretildi. pCUP1-
GCR1 transformanti koloniler belirli biiyiiklige ulastiginda steril kurdan ile Sc-leu
petrilerine yayma ekimi ile pasajlandi ve 30 °C’de 3-4 giin inkube edilerek iiremeleri

saglandi.

3. 4. S.cerevisiae’da Ureme Degerlerinin ve Glukoz Tiiketim Hizlarinin Tayini

Transformant S.cerevisiae suslart 5 ml Sc-leu %2 glukoz besiyerinde iiretilerek gecelik
on kiiltiirler hazirlandi. Bu 6n kiiltiirler kullanilarak ve ikiserli olarak 25 ml’lik taze Sc-
leu %2 besiyerine baslangic ODgy degeri 0.2 olacak sekilde ekim yapildi. Bu sekilde

hazirlanan maya kiiltiirleri standart sartlarda tireme ortamina alinarak 90 dakikada bir
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100 pl 6rnek alind1 ve ODggo degerleri belirlendi. Alinan 6rneklerin ODggo degerleri

zamana kars1 grafige aktarilarak iireme egrileri hazirlandu.

S. cerevisiae pCUP1-GCR1 transformant: ve non-transformant S. cerevisiae suslarinda
glukoz tiiketim hizlarini tayin etmek i¢in aragtirmada kullanilan maya suslar1 15 ml Sc
tireme ortaminda logaritmik faza kadara dretildi. S. cerevisiae CUP1-GCR1
transformant1 maya hiicrelerinin tiretiminde Sc-leu +%2 glukoz ortaimi kullanildi. Non-
transformant maya suslari ise 10sin amino asiti de i¢eren Sc lireme ortaminda tretildi.
Glukoz tiiketim hizlarinin maya hiicrelerinin yogunluk farkindan kaynaklanmamasi i¢in
iiretilne maya hiicrelerinden esit miktarda hiicre ¢oktiiriildii. Bunu saglamak i¢in bu
asamada maya hiicrelerinin ODggo degerleri tayin edildi ve biitiin maya suslarindan ayn
miktarda maya hiicresi alinarak ¢oktiiriildii (OD600: 15). Bu asamada hiicreler
coktiiriilerek 15 ml distile steril su ile yikandi ve tekrar ¢oktiiriildii. Maya hiicreleri 15
ml Sc lireme ortaminda siispanse edilerek son konsantrasyonu %1 olacak sekilde steril
glukoz ilave edildi. Ureme ortamindaki glukoz konsantrasyonlarinda azalmay1 (glukoz
tilketim hiz1) tayin edebilmek i¢in zaman aralikli olarak 100 pl 6rnek alindi. Alinan
maya Ornekleri mikrofiijde santrifuj edilerek ¢oktiiriildii ve siv1 fazdan 10 ul 6rnek
alinarak glukoz miktarlan tayin edildi. Glukoz tayini i¢in spektrofotometrik yontem
olan Glukoz oksidaz-Peroksidaz (GOD-POD) yontemi kullanildi. Yontemin
uygulanmasinda GOD-POD glukoz tayin Kiti iireticisi firmanin (Spinreact-Ispanya)
verdigi deneysel kosullar kullanildi. Glukoz konsantrasyonundaki degisim zaman

aralikli olarak grafige aktarildi.

3. 5. S.cerevisiae’da Metabolitlerin Ol¢iimii

pCUP1-GCRI1 transformanti ve non transformant olan S.cerevisiae suslarinda trehaloz
miktarlarmni tayin etkek icin yukarida agiklandigi sekilde on kiiltiirler hazirlandi. On
kiiltiirlerden 25 ml’lik taze Sc-leu %2 glukoz ortamina baslangigtaki hiicre yogunlugu
ODggo: 0.2 olacak sekilde ikiserli olarak ekimler yapildi. S.cerevisiae kiiltiirleri standart

kosullarda duragan faza kadar iiretildi (24 saat, ODggo: 8-9).
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Trehaloz ve glikojen miktariin belirlenmesinde trehalaz ve a-amiloglukosidaz yontemi
uygulandi (Parrou ve Francois 1997). Bu yonteme gore, duragan fazda olan maya
hiicreleri ¢oktiiriildli, 15 ml’lik soguk steril saf su ile yikandi ve tekrar ¢oktiiriilerek
darasi Onceden belirlenen mikrofiij tiiplerine aktarilarak maya hiicrelerinin yas
agirliklarn belirlendi. Yas agirliklar1 tayin edilen maya 6rnekleri 0.25 ml Na,COgz’de
suspanse edildi ve 95 °C’de 2 saat kaynatildi. Orneklerin sogumasindan sonra drneklere
150 ul 1 M asetik asit ve 600 ul 0,2 M sodyum asetat eklenerek pH’larinin 5.2 ve
toplam hacimlerinin de 1 ml olmasi saglandi. Daha sonra 500 ul’lik iki kisma ayrilan
orneklerden birine 3 mili unite trehalaz (Sigma, T8778) ilave edilip 37 °C’de 18 saat
bekletildi. Diger 500 ul’lik kismina da 100 ug alfa amiloglukosidaz (Sigma, A7420)
eklenerek 55 °C’de 18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon periodlar1 sonunda trehalzo ve
glikojenin enzimatik hidrolizi ile a¢ia ¢ikan glukoz miktarlart GOD-POD glukoz tayin
kiti ve spektrofotometrik yontem kullanilarak tayin edildi. Trehaloz ve glikojen

miktarlar1 pg glukoz/ mg yas agirlik olarak hesaplandi (Parrou ve Francois 1997).

Transfromant ve non-transformant maya hiicrelerinde sitoplazmik gliserol miktar1 da
hem normal kosullarda iiretilen ve hem de ozmotik stres uygulanmis mayalarda
belirlendi. Bunun i¢in maya suslar1 25 ml Sc lireme ortaminda yukarida aciklandig
sekilde iiretildi. Ureme siireleri sonunda maya kiiltlirlerinin ODggo degerleri belirlendi
ve hiicreler standart sartlarda santrifiijde ¢oktiiriildli, yas agirhiklar1 da tayin edildi.
Coktiiriilen maya hiicreleri 1 ml steril saf suda siispanse edildi ve 10 dakika siire ile 95
C’de kaynatildi. Kaynatilan 6rnekler oda sicakligina kadar sogutulup mikrosantrifiijde 1
dakika 15000 rpm de santrifiij edilerek hiicre pargalarinin ¢okmesi saglandi. Stvi fazdan
100 pl o6rnek alinip gliserol miktarlart iiretici firma tarafindan agiklandigi sekilde
gliserol tayin kiti (Megazyme K-GCROLGK) ile olgiildii. Gliserol miktarlari pg
gliserol/ mg yas agirlik olarak verildi (Albertyn ve ark. 1994).

Arastirmada kullanilan maya hiicrelerinde iretilen etanol miktarlart da tayin edildi.
Bunun i¢in transformant ve non-transformant maya hiicreleri standart sartlarda Sc
tireme ortaminda gec¢ logaritmik asamaya kadar (ODggo:3-4 araligl) iiretildi. Maya

hiicreleri tarafindan iiretilen etanol miktarinin tayini i¢in 6nce maya kiiltiirlerinin ODggg
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degerleri tayin edildi. Maya kiiltiirleri ortamindan Iml 6rnek alindi ve oda sicakligina
kadar (18 C) sogumas1 beklendi. Ornekler mikrosantrifiijde 15000 rpm de ¢oktiiriildii ve
stvi fazdan 100 pl 6rnek alindi. Alinan iireme ortami O6rneklerindeki etanol miktar1 da
etanol tayin kiti (Megazyme, K-ETOH) kullanilarak {iretici firma tarafindan agiklandigi
sekilde spektrofotometrik yontem ile tayin edildi. Etanol miktarlart mmol etanol/ ODgg

hiicre cinsinden verildi.

3. 6. S.cerevisiae’da Protein Miktarlarimin Tayini

pCUP1-GCR1 transformant1 ve non-transformant S.cerevisiae orneklerinin toplam
protein konsantrasyonlart Lowry metodu kullanilarak belirlendi (Lowry ve ark. 1951).
Protein tayini i¢in maya hiicreleri 10 ml’lik Sc lireme ortaminda logaritmik asamaya
kadar tretildi. OD600 degerleri belirlenen maya hiicreleri ¢oktiiriilerek 10 ml distile
suda yikandi ve tekrar ¢oktiiriildii. Daha sonra maya ornekleri mikrosantrifiij tiiplerine
aktarilarak yas agirligi belirlendi. Coktiiriilen maya 6rnekleri 500 pl 0.1 m Tris.HCI’de
(pH:7) suspanse edildi. S.cerevisiae hiicrelerinin permaebilizisyonu ve hiicre lizatlarinin
hazirlanmasi i¢in 50 ul 0.1 % SDS, 50 ul kloroform ilave edilerek hiicre ornekleri
vorteks ile en yiliksek hizda 1 dakika voretkslendi. Bu sekilde hazirlanan S.cerevisiae
lizatlarindan 20 pl alinip Lowry metodu ile protein konsantrasyonlari belirlendi. Protein
standard: i¢in BSA kullanildi. Protein konsantrasyonlart mg yas mayada /ug ¢oziiniir

protein olarak verildi.

Arastirma siiresince biitlin deneyler ikiserli olarak yapildi ve en az iki kez tekrarlandi.

Sonuglar boliimiinde verilen degerler en az 4 6l¢limiin ortalamasidir.
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4. BULGULAR

4.1. GCRZ1’in Gliserol Uretimine Etkileri

Bolim 2’de belirtildigi iizere gliserol S.cerevisiae’da bazal miktarda sentezlenen fakat
ozmotik stres altinda hiicreyi ozmotik strese karst koruma amaciyla sentezi artan bir
metabolit oldugu bilinmektedir. CUP1-GCR1 plazmiti transforme edilen ve edilmeyen
yaban tip ve mutant S.cerevisiae hiicrelerinin bazal seviyede iirettigi gliserol miktarlari
olgiildii. Gliserol biyosentezi sitoplazmik osmotik denge ve redoks dengesinin
saglanabilmesi i¢in bazal seviyede siirekli olarak yapilmaktadir (Albertyn ve ark. 1994a,
1994b).

Genel olarak bakildigi zaman, yaban tip S.cerevisiae ve tpsl, gpdl, adhl, adh2
delesyon mutantlarinin transformant olmayan hiicrelerinde en yiiksek gliserol
miktarmin Aadhl mutantinda oldugu goriildii. CUP1-GCR1 plazmiti transformantlarda
da gliserol konsantrasyonu tayin edildiginde yaban tip S. cerevisiae’daki gliserol
miktarinda 6nemli bir degisim olmadig1 goriildi (Cizelge 4.1). Yaban tip susa benzer
sekilde, Atpsl mutant susunun transformant ve non-transformantlarinda da yaklasik
olarak ayn1 miktarlarda gliserol biyosentezi yapildigi goriildii. Yaban tip maya susundan
farkli olarak, Aadhl mutant susunda gliserol miktarinda énemli derecede artis oldugu
tayin edildi. Transformant ve transformant olmayan maya hiicreleri karsilastirildiginda
ise transformant olan maya hiicrelerininin gliserol miktar1 transformant olmayanlara
gore dasa disiik seviyede oldugu belirlendi. Gerlp fazla sentezi yapilan Aadhl

mutantlarinda ise gliserol sentezinin yaklasik % 56 kadar azaldig1 goriildi (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1:Normal (non-transformant) ve CUP1-GCR1plazmiti ile transform edilen

maya suslarinda gliserol konsantrasyonlari.

S. cerevisiae susu adi Glisarg:rﬁgrsantrasyonléﬁF();lx_g(larggr\))’i
(non-transformant) transformanti
YST124 (Yabanil tip) 0.86+0.02 0.84+0.01
YST311 (Atpsl) 1.5140.19 1.17+0.21
YST316 (Agpdl) 0.88+0.07 0.51+0.01
YST317 (Aadhl) 3.46+0.32 1.93+0.34
YST318 (Aadh2) 1.12+0.19 0.98+0.12

*Gliserol konsantrasyonlari mg yas mayada ug gliserol olarak tayin edilmistir.

4.2. GCRY’in Trehaloz ve Glikojen Biyosentezine Etkileri

Trehaloz biyosentezi TPS enzim aktivitesi sonucu olarak iki kademede gergeklesir.
Yaban tip ve bu arastirmada kullanilan metabolik mutant suslarin trehaloz miktarlarinda
onemli farkliliklar oldugu goriildi. TPS1 geni delesyonlu (Atpsl) S. cerevisiae susunda
beklendigi sekilde dl¢iilebilir miktarda trehaloz sentezi olmadig: gorildii (Cizelge 4.2).
Agpdl, Aadhl ve Aadh2 mutanti S. cerevisiae suslarinda ise yaban tip susa gore

trehaloz miktarlarinda yaklasik 2-kat artis oldugu bulundu (Cizelge 4.2).

Gcerlp fazla sentezinin mutant suslardaki trehaloz metabolizmasina farkli sekillerde etki
ettigi goriildii. CUP1-GCR1 transformanti yaban tip susta trehaloz miktarinda % 63
kadar artis (3.8 pg’dan 6.2 pg’a) oldugu bulundu. Agpdl ve Aadh2 mutant suslarinda
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Gcerlp fazla sentezinin trehaloz metabolizmasina herhangi bir etkisi olmadigi goriildii.
Bu iki mutant susta transformant ve non-transformantlarda trehaloz miktarlarinin
yaklasik olarak ayni seviye oldugu bulundu. Aadhl mutant susunda ise Gerlp fazla
sentezi sonucu transformant hiicrelerde trehaloz miktarinda 6nemli azalma oldugu
goriildii. Non transformant Aadhl susunda trehaloz miktart 7.1 pg/mg yas maya olarak
belirlenirken CUP1-GCRI1 transformanti Aadhl hiicrelerde ise trehaloz miktarinin
yaklagik %50 kadar azaldigi ve 3.2 pug/mg yas maya olarak bulundugu tayin edildi
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2:Normal (non-transformant) ve CUP1-GCR1plazmiti ile transform edilen
maya suslarinda trehaloz miktarlart.

S. cerevisiae susu ad1 ﬁg?;?f miktarlari ((;I&g:/f_ %ER 1
(non-transformant) transformanti
YST124 (Yabanil tip) 3.8+0.2 6.2+0.3
YST311 (Atpsl) 0.0 0.0
YST316 (Agpdl) 8.4+0.5 8.7+0.2
YST317 (Aadhl) 7.1+0.2 3.2+0.1
YST318 (Aadh2) 6.1+0.2 5.8+0.2

*Trehaloz konsantrasyonlart mg yas mayada pg glukoz esdegeri olarak tayin edilmistir.
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Glikojen de glikolitik metabolitlere bagli olarak siirekli sentezlenen bir depo
karbonhidratidir. Yaban tip ve metabolik mutant S. cerevisiae suslarinda Gerlp fazla
sentezinin glikojen biyosentezine etkileri de karsilastirmali olarak analiz edildi.
Trehaloz biyosentezinde oldugu gibi, glikojen biyosentezinin de metabolik mutantlar
arasinda farkliliklar gosterdigi bulundu (gizelge 4.3). Aadhl mutant susunda yaban tip
susa gore glikojen miktarinin 5-kat fazla oldugu, Atpsl, Agpdl ve Aadh2 mutantlarinda
da glikojen miktarlarinin yaban tip susa oranla 2-3 kat fazla oldugu tayin edildi (Cizelge
4.3). Gerlp fazla sentezinin glikojen biyosentezi ve depolanmasinda yaban tip ve Atpsl
mutant susunda herhangi bir etkisi olmadig1 goriildii. Agpdl, Aadhl ve Aadh2
mutantlarinda ise Gerlp fazla sentezi sonucu glikojen miktarlarinda 6nemli azalmalar

oldugu belirlendi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3:Normal (non-transformant) ve CUP1-GCR1plazmiti ile transform edilen

maya suslarinda glikojen miktarlari.

S. cerevisiae susu adi (Ell;l::g;r mikarlari ((Zpt%T%’(c:R 1
(non-transformant) transformanti
YST124 (Yabanil tip) 2.2+0.1 2.7+0.2
YST311 (Atpsl) 4.740.3 4.6+0.3
YST316 (Agpdl) 6.4+0.5 4.4+0.2
YST317 (Aadhl) 11.240.7 6.7+0.4
YST318 (Aadh2) 4.3+0.2 2.9+0.2

*Glikojen miktarlart mg yas mayada pg glukoz esdegeri olarak tayin edilmistir.
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4.3. GCRI’in Etanol Biyosentezine Etkileri

Etanol S. cerevisiae’da gflikolitik yolak’da anaerobik sartlarda son iiriin olarak
sentezlenen 6nemli bir ticari iirlindiir. Yaban tip ve metabolik mutant suslarda etanol
tiretimine Gerlp fazla tiretimin etkileri karsilastirmali olarak analiz edildi (Cizelge 4.4).
En yiiksek etanol biyosentezinin non-transformant yaban tip S. cerevisiae susunda
oldugu goriildii. Atpsl, Aadh2 ve Agpdl mutant suslarinda yaban tip susa oranla daha
diisiik seviyede etanol tiretildigi tayin edildi. Beklendigi sekilde, etanol biyosentezi igin
gerekli olan Adhlp enzimi i¢in delesyonlu olan Aadhl mutant susunda etanol sentezi
olmadigi belirlendi (Cizelge 4.4). Yaban tip ve metabolik mutant suslarda Gerlp fazla
sentezinin etanol iretiminde 6nemli derecede artisa neden olmadigi yapilan analizler

sonucu belirlendi (Cizelge 4.4)

Cizelge 4.4. Normal (non-transformant) ve CUP1-GCR1plazmiti ile transform edilen

maya suslarinda etanol konsantrasyonlari.

S. cerevisiae susu adi Etalll\logrl:;’gr antrasyonlari (”8/81 |:I./10([;) g’g:
(non-transformant) transformanti
YST124 (Yabanil tip) 399+1 328+24
YST311 (Atpsl) 25342 28249
YST316 (Agpdl) 300+8 316£12
YST317 (Aadhl) 0.0 0.0
YST318 (Aadh2) 287+12 30043

*Etanol konsantrasyonlart ug/ml/ODgg oOlarak verilmistir.
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4.4. GCRY’in Glukoz Tiiketim Hizina Etkileri

S. cerevisiae’da glukoz tiikketim hiz1 ve glikolitik reaksiyonlar ¢ok yonlii olarak (multi-
layered) kontrol edilmektedir (Boles ve ark. 1996). S. cerevisiae’da metabolit sentezi ve
tireme hizi da iireme ortamindaki kullanilabilir karbonhidrat kaynagma baglhdir.
Gerlp’nin fazla sentezinin glukoz tiiketimine etkisi olup olmadigi CUP1-GCR1
transformant1 yaban tip ve metabolik mutant S. cerevisiae suslarinda non-transformant
suslar ile karsilastirmali olarak analiz edildi. Glukoz tiiketim hizlarinin her bir
metabolik mutant susta farkliliklar gosterdigi bulundu. En hizli glukoz tiiketiminin
Agpdl mutant susunda oldugu goriildii. Atpsl mutant susunda fonksiyonel TPS enzim
kompleksi olmadig i¢in hekzokinazlar {izerinde trehaloz-6 fosfatin inhibitor etkisi de
yoktur. Bu nedenle beklendigi gibi Atpsl mutant susunda hizli bir glukoz tiikketimi
oldugu goriildii (Sekil 4.1). Bununla birlikte, beklenmedik bir sekilde Aadhl mutant

susunda ise glukoz tiikketiminin ¢ok yavas oldugu bulundu.

Gerlp fazla sentezinin glukoz tiiketimine etkisi olup olmadigi da CUPI1-GCR1
transformant1 yaban tip ve metabolik mutant suslarda karsilastirmali olarak analiz
edildi. Beklenmedik sekilde, Gerlp fazla sentezinin glukoz tiikketiminde metabolik
mutant suslarda azalmaya neden oldugu goriilmektedir (Sekil 4.2). Glukoz tiiketiminde
onemli azalmanin ise Aadhl mutant susunun CUPI-GCRI1 transformantinda oldugu

goriilmektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1: Yabanil tip ve mutant S. cerevisiae suslarinda glukoz tiiketim hizlarinin
karsilastirmali analizi. YT: Yabanil tip maya S. cerevisiae susunu (YST124), D: ilgili

geni delesyonlu mutant S. cerevisiae suslarin1 gostermektedir.
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Sekil 4.2: Gerlp fazla sentezinin yabanil tip ve mutant S. cerevisiae suslarinda glukoz
tilketim hizina etkisi. YT: Yabanil tip maya S. cerevisiae susunu (YST124), D: ilgili

geni delesyonlu mutant S. cerevisiae suslarin1 gostermektedir.

4.5. GCRI’in S.cerevisiae’da Protein Sentezine Etkileri

Gerlp transkripsiyon faktoriiniin  protein sentez hizimi etkiledigi Bolim 2’de
belirtilmistir. Protein miktar tayini i¢in non-transformant ve transformant S.cerevisiae
hiicrelerinin logaritmik fazda protein miktarlari 6l¢iildii. Sonuglara bakildiginda yaban
tip ve metabolik mutant S. cerevisiae suslarinda ¢oziiniir sitoplazmik protein
konsantrasyonlarinda énemli farkliliklar olmadigi tayin edildi (Cizelge 4.5). Gerlp fazla
sentezinin de hem yaban tipte ve hem de metabolik mutant suslarda protein

miktarlarinda degisime neden olmadigi goriildii (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5: Gcerlp fazla sentezinin S. cerevisiae’da toplam ¢dziiniir protein miktarina

etkisi

Protein Konsantrasyonlari (ug/mg)*

S. cerevisiae susu adi Normal CUPL-GCRL

(non-transformant) transformanti
YST124 (Yabanil tip) 33 37
YST311 (Atpsl) 35 35
YST316 (Agpdl) 42 40
YST317 (Aadhl) 34 35
YST318 (Aadh2) 38 39

*Protein Konsantrasyonlari mg yas mayada pg toplam ¢oziinlir protein olarak
verilmistir.

4.6. GCR1’in S.cerevisiae’da Ureme Hizina Etkileri

Gerlp’nin CLN genleri transkripsiyonuna etki ederek hiicre dongiisiinii de kontrol ettigi
bilinmektedir (Willis ve ark. 2003). ikilenme siirelerinin tespiti igin yaban tip ve
metabolik mutant S.cerevisiae suslari ile Gcrlp fazla sentezini saglayan plazmitin
transforme edildigi suslarin belirli araliklarla ODggo degerleri 6l¢iildii. Metabolik mutant
suslarin yaban tip susa gore lireme hizlarinda da farkliliklar oldugu goriildii (Sekil 4.3).
Elde edilen sonuglar en hizli iiremenin Atpsl mutant susunda en yavas liremenin ise
Aadhl susunda oldugunu gostermektedir (Sekil 4.3). Atpsl mutant susunun hizli iireme

sonucu biitlin suglara gore daha kisa siirede duragan faza ulastifi da acikga
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goriilmektedir. Aadh2 ve Agpdl mutant suslarinin da iireme hizlarinin yaban tip susa

gore daha fazla oldugu da goriilmektedir.
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Sekil 4.3: Arastirmada kullanilan yabanil tip ve mutant S. cerevisiae suslarinda {ireme
degerleri. YT: Yabanil tip S. cerevisiae susunu (YST124), D: ilgili genleri delesyonlu

olan mutant S. cerevisiae suslarini gostermektedir.

Gcrlp fazla sentezinin yaban tip ve metabolik mutant suslarda tireme hizina etkileri de
CUP1-GCR1 transformantlarinda tayin edildi (Sekil 4.4). Gerlp fazla sentezinin non-
transformant suslar ile karsilastirildiginda metabolik mutant suslarda O6nemli artisa
neden olmadigi, baz1 metabolik mutantlarin lireme hizinda yavaslamaya neden oldugu

ooriildii (Sekil 4.3, 4-4).
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Sekil 4.4: Gerlp fazla sentezinin yaban tip ve mutant S. cerevisiae suslarinda tireme
degerlerine etkisi (YT: Yabanil tip S. cerevisiae susunu (YST124), D: ilgili genleri

delesyonlu olan mutant S. cerevisiae suslarin1 gostermektedir).
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5. TARTISMA VE SONUC

Onemli bir endiistriyel mikroorganizma olan S. cerevisiae’da biyomas verimi ve
endistriyel metabolitler olan etanol ve gliserolun iiretimi glikolitik yola baghdir.
Glukozun hiicre i¢ine tasinmasi ve etkili kullanimi hem treme hizini ve hem de
metabolit tiretimini etkiler. Bu arastirmada S. cerevisiae’da kisith miktarda transkribe
edildigi bilinen ¢ok fonksiyonlu transkripsiyon faktorii Gerlp’nin fazla tiretiminin S.
cerevisiae’da metabolik etkileri incelendi. Glikolitik yolakda yer alan enzim genlerinin
transkripsiyonel aktivatorii olan Gerlp fosfoprotein olup S. cerevisiae’da diisiik
miktarda transkribe edilir (Baker 1986). Gerlp sentezini arttirmak igin promotor bolgesi
bazal seviyede de aktif olan ve metal iyonlar: ile de daha fazla aktive edilen CUP1
promotoru ile degistirilmistir. Promotoru degistirilen GCR1 geninin kromozoma
integresyonu ile genomik ekspresyon yerine c¢ok kopyali plazmit (YEp) iizerine
Klonlanarak S. cerevisiae’ya transform edilerek ekspresyonu saglanmistir (Hottiger vd.,
1995; Tiirkel ve Bisson, 1999). Ureme ortamma 100 pM bakir iyonlarmin ilave
edilmesinin  CUP1-GCR1 transformantt mayalarda Onemli inhibitér etkisi
gozlendiginden arastirmalarimizda iireme ortamina fazladan bakir iyonlarn ilave

edilmemistir. Bununla ilgili sonuglar tez aragtirmasi kapsami disinda tutulmustur.

GCR1 ve bazi transkripsiyon faktorlerinin hiicre i¢inde ¢ok fazla sentezi ve birikiminin
biitlin genlerde transkripsiyonu engelleyebildigi daha once de rapor edilmistir.
Squelching olarak adlandirilan bu genetik durumda fazla sentez edilen transkripsiyon
faktorleri spesifik olmayan sekilde genel transkripsiyon faktorleri (TBP ve diger TFIID
alt birimleri, RNA Pol-1l, vd) ile etkileserek global olarak transkripsiyona engel
olmaktadirlar (Gill ve Ptashne, 1988; Wright ve ark., 1991). Arastirmamizda S.
cerevisiae hiicrelerini iiretmek i¢in kullanilan sentetik tam besiyerinde de (Sc-leu)
onemli miktarda Cu(Il) iyonu bulundugu Sc besiyeri iceriginden goriilmiistiir. Besi
yerinde normal olarak bulunan bakir iyonlarina ek olarak CUP1 promoturunu aktive
edici diger metal iyonlar1 olan Fe(I), Zn(II) ve Mn(II) metal iyonlar1 da bulunmaktadir.

Bu nedenle CUP1-GCRI1 transformantlarinin iireme ortamina fazladan bakir iyonlari
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ilave edilmemistir. CUP1-GCR1 transformanti maya hiicrelerinde transkribe edilen
GCR1 mRNA seviyesinin de qPCR ile non-transformant suslar ile karsilastirmali olarak
analiz edilmesi gerekmektedir. mMRNA seviyelerinin tayinine ek olarak, GCR1 genine
eklenen FLAG epitopunu kullanip hiicre i¢inde Gcerl protein seviyesi de western blot ile
tayin edilecektir. CUP1-GCRI1 transformantlarindaki GCR1 mRNAsinin ve Gerl

protein seviyelerinin tayini sonu¢larimizin daha dogru yorumlanmasini saglayacaktir.

S. cerevisiae’da glikoltik yolak enzim genlerinin ekspresyonu sadece Gerlp’ye bagh
degildir. Glikolitik genlerin bazilar1 transkripsiyonel bazilar1 da translasyonel ve post
translasyonel seviyede kontrol edilmektedir. S. cerevisiae hiicrelerinin iireme kosullari
kadar hiicre i¢i glikolitik enzim ve cesitli metabolit seviyeleri de glikolizin isleyisine
etki eden faktorlerdir. Bu nedenle glikolizin isleyisi multi-layered kontrol olarak kabul
edilmektedir (Boles vd., 1996). Arastirmalarimizda Gerlp fazla sentezinin iireme hizi
ve bazi metabolitlerin {iretimine 6nemli derecede etki etmemesinin bir nedeni glikolitik
yolaktaki ¢oklu kontrol mekanizmasi olabilir. Arastirmamizda proje kapsamina uygun
olarak Gcrlp fazla sentezleyen yaban tip ve metabolik mutant suslarda sadece trehaloz,
glikojen, gliserol ve etanol miktarlar1 tayin edilmistir. Gerlp fazla sentezinin
metabolizmaya etkilerinin daha ayrintili olarak aciklanabilmesi icin transformant ve
non-transformant S. cerevisiae suslarinda metabolom analizi ile 6zellikle glikolitik
metabolit seviyelerinin de incelenmesi gerekmektedir. Analiz edilmesi gereken diger bir
hiicre bilesenleri ise toplam RNA ve toplam lipid miktarlaridir. Hiicrede biitiin RNA
sentezi pentoz fosfat yan yoluna bagli olarak sentezlenen riboz miktar ile iligkilidir.
Benzer sekilde hiicrede toplam lipid miktarinin da tayin edilmesi ile Gerlp fazla

sentezinin metabolik etkileri daha kapsamli incelenebilir.

S. cerevisiae’da glukoz tiikketimini arttirip daha fazla biomas ve daha fazla etanol elde
edbilmek icin glikolitik yolakta kisitlayict olarak bulundugu var sayilan enzimler
klonlanarak fazla iiretilmistir (Hauf vd., 2000; Smits vd., 2000). Fakat belirli glikolitik
enzimlerin fazla liretiminin etanol iiretimine 6nemli bir etkisi olmadig goriilmistiir

(Teusink vd., 2000; Busti vd., 2010; Shroder vd., 2013).
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Trehaloz ve glikojen S. cerevisiae’da fizyolojik streslere daha dayanikli maya iretimi
icin Onem tastyan iki metabolittir (Francois ve Parrou, 2001; Parrou vd., 1997).
Trehaloz biyosentez yolagi ara metaboliti olan trehaloz 6-fosfat da hekzokinaz’a etki
ederek S. cerevisiae’da glukoz girisini kontrol eder (Blazquez vd., 1993; Thevelein ve
Hohmann, 1995). Arastirmamizda elde edilen sonuglar Gerlp fazla sentezinin yaban tip
susta trehaloz miktarinda 6nemli miktarda artisa yol agtigr goriiliirken, glikojen
sentezinin transformant ve non transformant suslarda ayni oldugu goriilmiistiir. Bu
sonus Gerlp fazla sentezinin yaban tip susta trehaloz biyosentezini arttirabildigini
gostermektedir. Trehaloz ve glikojen metabolizmasinin Aadhl mutant susunda ise
oldukga farkli kontrol edildigi goriilmiistiir. Non-transformant Aadhl S. cerevisiae
susunda trehaloz ve glikojen miktarlar1 yaban tip sustan daha fazladir. Fakat bu mutant
susta Gerlp fazla sentezinin hem glikojen ve hem de trehaloz miktarinda 6nemli
azalmaya yol agtig1 goriilmektedir. Bu da Aadhl mutantinda Gerlp fazla sentezi ile
glikolitik yolakda metabolit sentezinin degistigi, alinan glukozun trehaloz ve glikojen
yerine diger metabolik yolaklarda kullanildigini 6ne siirmektedir. Gerlp fazla sentezinin
gliserol biyosentezine etkileri de yaban tip ve metabolik mutant suslar arasinda
farkliliklar gostermektedir. Gerlp fazla sentezi ile yaban tip S. cerevisiae susunda
gliserol biyosentezinde herahngi bir artig goriilmemistir. Metabolik mutant suslarda ise
Gerlp fazla sentezi ile gliserol miktarinda artis oldugu goriilmektedir. Bu sonug
Gerlp’nin gliserol biyosentezi ile ilgili genlerin transkripsiyonlarina direkt veya dolayli

olarak etki ettigini gostermektedir.

S. cerevisiae’da ikilenme siiresi (lireme hizi) glukoz tiiketimi ile de ilgilidir.
Arastirmamizda Gerlp fazla sentezinin ikilenme sadece yaban tip susta bir miktar
kisalmaya yol actifi goriilmiistiir. Arastirmada kullanilan metabolik mutant suslarin
normal sartlarda dahi tireme hizlarmin ve glukoz tiiketim hizlarmin birbirine gore
farklilik gostermesi sonuglarimizi da etkilemektedir. Bu nedenle Gerlp fazla sentezinin
etkisini arttirabilmek i¢in ikili (Atpsl, Agpdl gibi) veya liglii metabolik mutant (Atps1,
Agpdl, Aadhl) suslarin da kullanilmasi gereklidir.

35



KAYNAKLAR

Alberts, B.A., Johnson J., Lewis M., Raff K., Walter R.P. 2007. Molecular Biology
of The Cell 5th edition. Nex York Garland Sciences

Albertyn, J,. Hohman, S., Thevelein, J.M., Prior, B.A. 1994. GPD1, which encodes
glycerol-3-phosphate dehydrogenase, is essential for growth under osmotic stress in
Saccharomyces cerevisiae, and its expression is regulated by the high-osmolarity

glycerol response pathway. Molecular and Cellular Biology, 14: 4135-4144.

Ansell. R., Granath, K., Hohmann, S., Thevelein, J.M., Adler, L. 1997. The two
isoenzymes for yeast NAD+-dependent glycerol 3-phosphate dehydrogenase encoded
by GPD1 and GPD2 have distinct roles in osmoadaptation and redox regulation. EMBO
J., 16:2179-2187.

Ausubel, F.M., Glazebrook, J. Greenberg, M., Mindrinos, and G.-L. Yu. 1993.
Analysis of the Arabidopsis defense response to Pseudomonas pathogens. In: Advances
in Molecular Genetics of Plant-Microbe Interactions, Vol. 2 (E.W. Nester and D.P.S.
Verma, eds.) Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, pp. 383-404.

Baker, H.V. 1986. Glycolytic gene expression in Sacharomyces cerevisiae: Nucleotide
sequence of GCR1, null mutants, and evidence for expression. Molecular and Cellular
Biology, 11: 3774-3784.

Belinchon, M.M., Gancedo, J.M. 2007. Glucose controls multiple processes in
Saccharomyces cerevisiae through diverse combinations of signalling pathways. FEMS
Yeast Research, 7: 808-818.

Bisson, L.F. 1999. Stuck and Sluggish Fermentations. American Journal of Enology
and Viticulture, 50(1):107-119.

Blazquez, M.A., Lagunas, R., Gancedo, C., Gancedo, J.M. 1993. Trehalose-6-
phosphate, a new regulator of yeast glycolysis that inhibits hexokinases. FEBS Letter,
329(1-2): 51-54.

36



Boles, E., Hollenberg, C.P. 1997. The molecular genetics of hexose transport in yeasts.
FEMS Microbiol. Rev., 1: 85-111.

Botstein, D., Fink, G.R. 2011. Yeast: an experimental organism for 21st century
biology. Genetics, 189(3):695-704.

Bryant, N., Stevens, T. 1998. Vacuole Biogenesis in Sacchoramyces cerevisiae:
Protein Transport Pathways to Yeast Vacuole. Microbiol. Mol. Biol. Rev., 62(1): 230-
247.

Clifton, D., Fraenkel, D.G. 1981. The gcr (glycolysis regulation) mutation of
Saccharomyces cerevisiae. Journal of Biological Chemistry, 256(24):13074-13078

Dickinson, J.R. 2004. Life Cycle and Morphogenesis. i¢: Dickinson JR & Schweizer
editors. I¢: The Methabolism and Molecular Physiology of Sacchoramyces cerevisiae.

New York: CRC Press: 2004, sf. 1-19

Dohmen, R.J,. Stappen, R., McGrath, J.P., Forrova, H., Kolarov, J., Goffeau, A.,
Varshavsky, A. 1995. An essential yeast gene encoding a homolog of ubiquitin-

activating enzyme. Journal of Biological Chemistry, 270(30):18099-109

Engels, B., Dahm, P., Jennewein, S. 2008. Metabolic engineering of taxadiene
biosynthesis in yeast as a first step towards Taxol (Paclitaxel) production. Metabolic
Engineering, 10: 201- 206.

Francois, J., Parrou, J.L. 2001. Reserve carbohydrates metabolism in the yeast
Saccharomyces cerevisiae. FEMS Microbiol Rev., 25(1):125-145

Feldmann, H. 2012. Yeast, Molecular and Cell Biology, Second Editin, Wiley-VCH
Verlag & Co. Weinheim, Germany.

Gancedo, J.M., Gancedo, C. 1997. Gluconeogenesis and catabolite inactivation. Yeast
Sugar Metabolism (ZimmermannFK & EntianK-D, eds), pp. 359-377. Technomic

Publishing Co, Lancaster-Basel.

Gancedo, J.M. 1998. Yeast carbon catabolite repression. Microbiol Mol Biol Rev., 62:
334-361.

37



Gancedo, J.M. 2008. The early steps of glucose signalling in yeast. FEMS Microbiol.
Rev., 32: 673-704.

Gietz, R.D., Schiestl, R.H., Willems, A.R., Woods R.A. 1995. Studies on the
transformation of intact yeast cells by the LiAc/SS-DNA/PEG procedure. Yeast, 11:
355-360

Gill, G., Ptashne M. 1988. Negative effect of the transcriptional activator GAL4.
Nature, 334 (6184): 721-724.

Hansen, 1883. Integrated Taxonomic Information System (ITIS), Saccharomyces

cerevisiae species name.

Hardie, D.G. 2007. AMP-activated/SNF1 protein kinase: conserved guardians of
cellular energy. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol., 8: 774-785.

Herskowitz, 1., 1988. Life Cycle of the Budding Yeast Saccharomyces cerevisiae.
Microbiol Reviews, 52: 536-553.

Hohmann, S., Neves, M.J., de Koning, W., Alijo, R., Ramos, J., Thevelein, J.M.
1993. The growth and signalling defects of the ggsl (fdpl/bypl) deletion mutant on
glucose are suppressed by a deletion of the gene encoding hexokinase PIl. Curr Genet.,
23(4):281-289.

Hottiger, T., Kuhla, J., Pohlig, G., Furst,P., Spielmen, A., Garn, M., Haemmerli, S.,
Heim, J. 1995. 2-um vectors containing the Saccharomyces cerevisiae metallothionein
gene as a selectable marker: excellent stability in complex media, and high-level
expression of a recombinant protein from a CUP1-promoter-controlled expression
cassette in cis. Yeast 11(1):1-14.

Karp, G. 2006. Cell and Molecular Biology Concepts and Experiments 6th, John Wiley
& Sons Inc. USA.

Langkjaer, R.B., Cliften, P.F, Johnston, M., Piskur, J. 2003. Yeast genome
duplication was followed by asynchronous differentiation of duplicated genes. Nature,
421: 848- 852.

38



Lodish, H., Berk, A., Zipursky, L.,S., Matsudaira, P., Baltimore, D., Darnel, J.
2004. Molecular Cell Biology, 5th edition, W. H. Freeman & Company, USA

Lopez, M.C., Baker, H.V. 2000. Understanding the growth phenotype of the yeast gcrl

mutant in terms of global genomic expression patterns. J Bacteriol., 182(17):4970-8

Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farrand, A.L., Randall, R.J. 1951. Protein
measurement with the folin phenol reagent. J Biol Chem.;193:265-275

Madigan, M.T., Mertingo, J.M. 2010. Brock Mikroorganizlarin Biyolojisi, ¢cev. Prof.
Dr. Cumhur C6kmiis, Palme Yayincilik, Ankara, 2010.

Mascorro-Gallardo, JO, Covarrubias, A.A., Gaxiola, R. 1996. Construction of a
CUP1 promoter-based vector to modulate gene expression in Saccharomyces
cerevisiae. Gene, 172(1):169-170.

Mattanovich, D., Branduardi, P., Dato, L., Sauer, M, Porro, D. 2012. Recombinant
protein production in yeast. Methods in Molecular Biology, 824: 329-358.

Ozcan, S., Dover, J., Johnston, M. 1998. Glucose sensing and signaling by two

Glucose receptors in the yeast Saccharomyces cerevisiae. EMBO J., 17: 2566-2573.

Parrou, J.L., Francois, J. 1997. A simplified procedure for a rapid and reliable assay

of both glycogen and trehalose in whole yeast cells. Anal Biochem., 248: 186-188.

Porro, D., Gasser, B., Fossati, T., Maurer, M., Branduardi, P., Sauer, M.,
Mattanovich, D. 2011. Production of recombinant proteins and metabolites in yeasts:
when are these systems better than bacterial production systems?. Applied Microbiology
and Biotechnology, 89: 939-948.

Ronne, H. 1995. Glucose repression in fungi. Trends in Genetics, 11: 12-17.

Rudolf, A., Karhumaa, K., Hagerdal. H.G. 2009. Ethanol Production from
Traditional and Emerging Raw Materials. In: Satyanarayana T & Kunze G editors. In:
Yeast Biotechnology: Diversity & Application, Springer, sf. 489-515.

Santangelo, G.M. 2006. Glucose signaling in Saccharomyces cerevisiae. Microbiol.
Mol. Biol. Rev., 70: 253-282.

39



Sasaki, H., Kishimoto, T., Mizuno, T., Shinzato, T., Uemura, H. 2005. Expression
of GCR1, the transcriptional activator of glycolytic enzyme genes in the yeast

Saccharomyces cerevisiae, is positively autoregulated by Gerlp. Yeast, 22(4):305-19

Sasaki, H., Uemura, H. 2005. Influence of low glycolytic activities in gcrl and gcr2
mutants on the expression of other metabolic pathway genes in Saccharomyces

cerevisiae. Yeast, 22:111-27

Thevelein, J.M., Hohmann, S. 1995. Trehalose synthase: guard to the gate of
glycolysis in yeast? Trends Biochem. Sci., 20: 3-10.

Tiirkel, S., Bisson. L.F. 1999. Transcription of the HXT4 gene is regulated by Gcerlp
and Gcer2p in the yeast S. cerevisiae. Yeast, 15(11):1045-1057

Tiirkel, S. 2002. The GCR1 Gene Function Is Essential for Glycogen and Trehalose
Metabolism in Saccharomyces cerevisiae. Folia Microbiologica, 47: 663-666.

Wang, Y., Pierce, M., Schneper, L., Giildal, C.G., Zhang, X., Tavazoie, S., Broach,
J.R. 2004. Ras and Gpa2 mediate one branch of a redundant glucose signaling pathway

in yeast. Plos Biology, 2: E128.

Wang Y., Chen S., Yu O. 2011. Metabolic engineering of flavonoids in plants and
microorganisms. Applied Microbiology and Biotechnology, 91: 949-956.

Willis, K.A., Barbara K.E., Menon B.B., Moffat J., Andrews B., Santangelo G.M.
2003. The global transcriptional activator of Sacharomyces cerevisiae, Gerlp, mediates
the response to glucose by stimulating protein synthesis and CLN-dependent cell cycle
progression, Genetics, 165: 1017-1029.

Wright, A.P., Mc Ewan 1.J., Dahlman-Wright K., Gustafsson J.A. 1991. High level
expression of the major transactivation domain of the human glucocorticoid receptor in
yeast cells inhibits endogenous gene expression and cell growth. Molecular
Endocrinology, 5: 1366-1372.

40



EKLER

EK 1: Besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1:YPD (Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz)

YPD besiyeri S. cerevisiae igin tam, secici olmayan tireme ortami olarak kullanildi.
YPD besi yeri hazirlamak i¢in Yeast ekstrakt: 10 g/L, Pepton: 20 g/L alinip distile suda
¢oziildii ve otoklavda 121°C’de 25 dakika steril edildi. YPD petrilerini hazirlamak i¢in
s1v1 besiyerine 20 g/L olacak sekilde agar agar eklendi. Ureme ortaminda karbonhidrat
kaynagi olarak kullanilan glukoz 9%20’lik stok ¢ozelti halinde hazirlandi ve 121°C’de 25
dakika otoklavda steril edildi. Kullanimdan hemen oOnce iireme ortamina son

konsantrasyonu %?2 olacak sekilde ilave edildi.

2: LB (Luria-Bertani sivi besiyeri)

10 g/L Bacto tripton, 5 g/L Yeast Ekstrakt, 10 g/L NaCl toplam hacim 1 litre olacak
sekilde distile su ile tamamlandi. 121°C’de 25 dakika otoklavda sterilize edildi. LB
petrileri hazirlamak i¢in LB siv1 besiyerine 15 gram/litre agar agar eklendi ve daha
sonra 121°C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. Ampisilin filtrede steril edildikten
sonra son konsantrasyonu 100 mg/litre olacak sekilde kullanimdan once taze olarak

ureme ortamina eklendi.

3: Sentetik tam-losin iireme ortam (Sc-Leu)

Sc-leu S. cerevisiae transformantlari i¢in segici besiyeri olarak kullanildi. 1.7 g/L YNB,
5 g/L amonyum siilfat distile suda coziildii ve 121°C’de 25 dakika siireyle olarak
otoklavda sterilize edildi. Sc-leu kat1 besiyeri i¢in son konsantrasyon 30 g/L olacak
sekilde agar agar eklenerek 121°C’de 25 dakika siireyle otoklavlandi. Aminoasit
kaynagi olarak filtre sterilizasyon yontemiyle sterilize edilmis 16sin igermeyen
aminoasit karigimi (Sc-leu, Sigma Y1376) son konsantrasyon 1.6 gram/litre olacak

sekilde kullanimdan hemen Once iireme ortamina ilave edildi.
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4: Lowry Cozeltisi
Hiicre lizatlarindaki protein konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanildi.

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

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

suda ¢ozildii.

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

olacak sekilde distile suda ¢oziildii.

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

5: Lityum Asetat

Lityum asetat S. cerevisiae’da CUP1-GCR1 plazmiti transformasyonu i¢in kullanildi.

Steril saf suda 1 M stok olarak hazirlandi, 0.45 pm por ¢apli membran disk filtre ile

steril edildi.

6: %50 Polietilen Glikol (PEG)

S. cerevisiae transformasyonu i¢in kullanildi. Kat1 Polietilen Glikol (Ma. 3500) distile

suda %50’lik stok ¢Ozelti olarak hazirlandi, otoklavda steril edildi.
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