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OZET

SACCHAROMYCES CEREVISIAE MAYA TURUNDE Gcn5 TRANSKRIPSIYON
KOAKTIiVATORUNUN TPS1 ve NTH1 GEN EKSPRESYONLARINA ETKISININ
BELIiRLENMESI

Giilsah TOYRAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Tiillay TURGUT GENC
31/08/2022, 89

Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinde stres kosullarinda hayatta kalabilmek
icin trehaloz ve glikojen depo edilmektedir. Trehaloz, indirgeyici olmayan kararli bir
disakkarit olarak hiicrede enerji kaynagi ve stres koruyucu olarak bulunur. Olumsuz stres
kosullar1 ortadan kalktiginda ise trehaloz pargalanarak glikoza doniistiiriiliir. Trehaloz, TPS
enzim kompleksi tarafindan sentezlenir ve nétral trehalaz (Nth1p) enzimi ile yikilmaktadir.
NTH1 ve TPS1 genlerinin ekspresyonu ortam sartlarina ve stres kosullarina gore birgok
basamak araciligiyla kontrol edilir. Bu basamaklar ise Msn2/Msn4 (STRE dizileri), Gen4
transkripsiyon faktorii ve TOR yolaginda gorevli transkripsiyon faktorleri gibi elemanlardir.
Histon asetilasyonu g¢evresel degisikliklere yanit veren ve transkripsiyonel aktivasyon ile
iliskilendirilen epigenetik modifikasyonlardan biridir. SAGA kompleksi, stres kosullarinda
indiiklenen genlerin ekspresyonunda rol alir. Hiicrede H3 histon asetilasyonu ve
deubikitinasyonu aracilifiyla kromatin yapisim1 degistiren transkripsiyonel ko-aktivator
kompleksi olarak bilinir. Histon asetiltransferaz aktivitesi igeren ve SAGA kompleksinin alt
birimi olarak bulunan GenS5p ise transkripsiyon ile iligkilendirilir. Gen5 proteininin
promotora getirilmesinde stres kosullarinda indiiklenen Gendp gorev almaktadir. SAGA ve
alt birimlerinin trehaloz metabolizmasindaki diizenleyici etkisi tam olarak bilinmemektedir.
Bu sebeple ¢alismamizda azot stresinde Gen5 proteininin NTH1 ve TPS1 transkripsiyonu
tizerine etkisinin belirlenmesi amacglandi. Yaban tip maya susu ve Agcn5 mutanti

kullanilarak NTH1 ve TPS1’in promotor aktiviteleri analiz edildi. Hiicre i¢i biriken trehaloz
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ve glikojen miktar1 enzimatik olarak belirlendi. Calismamizin sonuglarina gore Gen5
proteininin NTH1 ve TPS1 aktivitesi iizerinde ortam sartlarina bagli olarak pozitif ve negatif
bir rol aldig1 belirlendi. GenSp’nin normal kosullarda NTH1 ve TPS1’in baskilanmasinda
gorev aldig1 tespit edildi. Stres kosullarinda ise Gen5p’nin NTH1’in susturulmasinda rol
oynarken, TPS1’in aktivasyonu i¢in énemli oldugu sonucuna varildi. Normal kosullarda
Gcen5 proteininin eksikliginde hiicre igi trehaloz ve glikojen birikiminin arttigi belirlendi.
Stres kosullarinda hiicrede trehaloz birikimi artarken glikojen birikimin ise azaltig1 tespit
edildi. Bu baglamda maya hiicrelerinin saglikli bir stres tepkisi vermesi i¢in GenS proteinine

ihtiya¢ duydugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Asetilasyon, Trehaloz, NTH1, TPS1, Gcnb, Stres



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECT OF Gen5 TRANSCRIPTION
COACTIVATOR ON TPS1 AND NTH1 GENE EXPRESSIONS IN YEAST
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Giilsah TOYRAN
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Biological Science
Advisor: Assist. Prof. Dr. Tiilay TURGUT GENC
31/08/2022, 89

Saccharomyces cerevisiae yeast cells store trehalose and glycogen in order to survive
under stress conditions. Trehalose, as a non-reducing stable disaccharide, is present in the
cell as an energy source and stress protector. When negative stress conditions are eliminated,
trehalose is hydrolyzed to glucose. Trehalose is synthesized by TPS enzyme complex and it
is degraded by neutral trehalase (Nthlp) enzyme. Expression of NTH1 and TPS1 genes is
controlled by many steps according to environmental and stress conditions. These steps are
elements such as Msn2/Msn4 (STRE sequences), Gené4 transcription factor and transcription
factors involved in the TOR pathway. Histone acetylation is one of the epigenetic
modifications that respond to environmental changes and is associated with transcriptional
activation. SAGA complex is involved in the expression of genes induced under stress
conditions. Therefore, it is known as the transcriptional co-activator complex, which changes
the chromatin structure in the cell via acetylation. It is known in the cell as a transcriptional
co-activator complex that changes the structure of chromatine through H3 histone
acetylation and ubiquitination. Genbp, which contains histone acetyltransferase activity and
is a subunit of the SAGA complex, is associated with transcription. Gendp induced under
stress conditions is involved in bringing the Gen5 protein to the promoter. The effect of
SAGA subunits on trehalose metabolism is not fully known. The regulatory effect of SAGA
and its subunits on trehalose metabolism is not fully known. For this reason, in our study, it

was aimed to determine the effect of Genb protein on NTH1 and TPS1 transcription under

Vi



nitrogen stress. The promoter activities of NTH1 and TPS1 were analyzed using the wild-
type yeast strain and the 4gcn5 mutant. The amount of trehalose and glycogen accumulating
intracellularly was determined enzymatically. According to the results of our study, it was
determined that the Gcn5 protein has a positive and negative role on NTH1 and TPS1
activities depending on the environmental conditions. Under normal conditions, Gen5p was
found to be involved in the suppression of NTH1 and TPS1. In stress conditions, it was
concluded that Gen5p was important for activation of TPS1 while playing a role in the
silencing of NTH1. In normal conditions, it was determined that the accumulation of
intracellular trehalose and glycogen increased in the absence of Gcnb protein. In stress
conditions, it was determined that trehalose accumulation in the cell increased, while
glycogen accumulation decreased. As a result, it was concluded that yeast cells need Genb

protein for a healthy stress response.

Keywords: Acetylation, Trehalose, NTH1, TPS1, Gcn5, Stress
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BIiRINCi BOLUM
GIRIS

Ekmek yapimi, sarap iiretimi, alkol damitimi veya tedavi gibi farkli amaglar i¢in
insanlik tarihi boyunca kullanilan Saccharomyces cerevisiae maya tiirii tek hiicreli bir
mikroorganizmadir. S. cerevisiae, 1838’de Meyen tarafindan tanitilmasindan bu yana en ¢ok
incelenen ve en iyi anlasilan 6karyot olarak insanliga hizmet etmektedir (Stewart, 2014).
Fungi alemi igerisinde siniflandirilan maya insanlar icin hastalik yapici patojenite dzelligi
tasimaz ve hiicreleri hizli bir sekilde biiyiime kolayligina sahiptir. S. cerevisiae maya tiiriiniin
genetik materyali istenilen sekilde manipiile edilebilir ve yiiksek verimlikle dogrudan
degistirilebilir. Mayalar, yapisinda bulunan genlerin gelismis okaryotik canlilarda da yiiksek
oranda benzerlik gostermesi nedeni ile biyokimya, molekiiler biyoloji, hiicre biyolojisi,
sistem biyolojisi gibi arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir. Ayrica S. cerevisiae; proteom,
transkriptom ve metabolom gibi bir¢ok analiz calismalari i¢in de Oncelikle tercih edilen

model organizma olarak kabul edilmistir (Sherman, 2002; Cherry vd., 2011).

Genomu sekanslanan ilk okaryotik mikroorganizma olan S. cerevisiae (5288c)
blytikligi, 200-2000 kb arasinda degisen 16 dogrusal kromozom igermektedir. Toplam
genom, 12.07 Mb kromozomal DNA, 85 kb mitokondriyal DNA ve 6,3 kb epizomal
plazmidlerini (2p) igerir. S. cerevisiae genomu 6604 agik okuma c¢ergevesi (ORF'ler) igerir,
bu ORF’lerin 1786'sin1in islevi bilinmemektedir ve bu genomda 428 RNA geni bulunur.
Bunun 299°u tRNA, 77’si kii¢iik niikleolar (snoRNA), 27’si rRNA, 18’1 kodlamayan (nc)
RNA, 6’s1 ise kiigiik niikleer (sn) RNA ve bir telomeraz RNA olarak agiklanmistir. Maya
proteom analizlerinde insan proteinlerinin biiylik ¢ogunlugunun maya hiicrelerinde de
homologu bulundugu belirtilmistir (Goffeau vd.,1996; Engel ve Cherry, 2013; Belda vd.,
2019).

Trehaloz, ¢evresel stres kosullarinda S. cerevisiae maya hiicreleri tarafindan
sentezlenen 6nemli bir depo karbonhidrattir. 1832°de Wiggers tarafindan ¢avdar otunda
kesfedilen trehaloz, indirgenmeyen bir disakkarit olarak iki glikoz molekiiliiniin a,0-1,1 bag

ile baglanmasiyla olusur. Trehalozun maya hiicresindeki varligi ise ilk defa Koch ve Tanret



tarafindan kesfedilmistir (Eleutherio vd., 2014). Maya hiicrelerinde enerji kaynagi olarak
kullanilan trehaloz ayni zamanda stres metaboliti olarak da gorev yapar. Bu sebeple maya
hiicrelerinde trehaloz birikimi g¢evresel kosullara gore degisiklik gosterebilir. Hiicrenin
fizyolojik kosullari, tireme ortami ve sathalar1 gibi birgok farkli etken hiicre i¢i trehaloz
miktarma etki eder. S. cerevisiae maya hiicrelerinde trehaloz sentezi logaritmik asamanin
sonunda baslar ve liremenin yavaslayarak durma noktasina geldigi zamana kadar devam
eder. Trehalozun hiicrede glikoz girisini de kontrol ettigi bilinmektedir (Eleutherio vd.,
2014; Elbein, 2003). Trehaloz maya hiicreleri igin koruyucu bir disakkarittir. Trehaloz
birikimi hiicreyi oksidatif strese, 1s1 stresine ve kimyasallar gibi ¢esitli stres faktorlerine karst
korumaktadir. Bu sayede maya stres kosullarinda hiicre iginde trehaloz biriktirerek
proteinlerin yikimi engellenir ve hayatta kalim saglanmis olur (Eleutherio vd., 2014;
Benaroudj vd., 2001). Mikroorganizmalarda olumsuz ¢evre kosullarina tepki i¢in karbon ve
enerji rezervi olarak sadece trehaloz degil glikojen de depo edilir. Glikojen, bir¢ok glikoz
molekiiliinin o-1,4 ve o-1,6 glikozit bagi olusturmasiyla meydana gelen bir
makromolekiildiir. Maya hiicrelerinin hayatta kalmasinda trehaloz gibi gorev alarak yedek

bir karbonhidrat olarak bulunur (Silljé vd., 1999).

Trehalozun sentezi TPS (Trehaloz Fosfat Sentaz) olarak bilinen ve 4 alt {initeden
olusan enzim kompleksi ile gergeklesir. TPS kompleksi Tpslp, Tps2p, Tps3p ve Tsllp alt
birimlerine sahiptir. Trehaloz biyosentezi Tpslp ve Tps2p katalitik alt birimlerinin gérev
almasiyla gerceklesir (Eleutherio vd., 2014). Tps3p ve Tsl1p ise TPS kompleksinin kararli
halde bulunmasinda rol alir. Trehaloz-6-fosfat sentaz (TPS) TPS1 geni tarafindan kodlanr.
TPS1 geni mutasyona ugradiginda maya hiicrelerinin trehaloz sentezleyemedigi ve TPS1’in
stres kosullarinda aktivasyon gosterdigi belirtilmistir (Elbein, 2003; Eleutherio vd., 2014).
Trehalozun yikimi ise trehalaz enzimi tarafindan katalize edilir (Eleutherio vd., 2014). NTH1
ve NTH2 genleri tarafindan kodlanan Noétral Trehalaz ve ATH1 tarafindan kodlanan Asit
Trehalaz mayada bulunan iki farkli trehalaz enzimidir. Hiicrede stres kosullar1 ortadan
kalktiginda trehaloz yikimi nétral trehalaz Nthlp iizerinden gergeklesir. Besin, ozmotik
stres, 1s1, toksik kimyasallar gibi kosullarin stres olusturdugu durumlarda ise NTH1 ve NTH2
genlerinin ekspresyonu artar (Eleutherio vd., 2014; Parrou vd., 2005). Stres kosullarinda
aktivasyonu artan TPS1 ve NTH1 genlerinin transkripsiyonel regiilasyonunda rol alan

proteinler ve transkripsiyon elemanlar1 benzerlik gostermektedir. Her iki genin de promotor



bolgesinde STRE (Stres Response Elements) dizilerinin var oldugu ve genel stres
faktorlerinin (Msn2/4p) bu dizilere baglanarak transkripsiyonel aktivasyonu gergeklestirdigi
belirtilmistir (Eleutherio vd., 2014).

S. cerevisiae maya tiiriiniin siklikla ¢alisilmasiyla histonlarin ve kromatin yapisinin
transkripsiyon diizenlenmesindeki 6nemi de arastirilmistir. Gen ifadesinde genom bazinda
modifikasyonlara ve kromozomal yapida degisikliklere sebep olan kavrama “Epigenetik
Modifikasyonlar” denir. Cogunlukla transkripsiyonda bir artisa sebep olan bu olay, histon
H3 ve histon H4’lerde asetilasyon ile ger¢eklesir (Benayoun vd., 2015). Kromatin yapisinin
diizenlenmesinde histon asetilasyonu bu sebeple onemli bir rol oynar. Histon-DNA
etkilesimlerinin gevsemesi asetilasyon ile gergeklestirilir ve transkripsiyon faktorleri
tarafindan DNA’ya daha kolay erisim saglanir. Histon asetiltransferazlar, asetil gruplarin

histonlara aktaran enzimlerdir. Boylece gen ekspresyonu diizenlenir (Huang vd., 2020).

S. cerevisiae maya hiicreleri, gevresel sartlara ve stres kosullarina gore ani tepkiler
vererek gen ekspresyonunun aktivasyonunu veya inaktivasyonunu gerceklestirirler. Birgok
mekanizmanin etkili oldugu transkripsiyon, transkripsiyonel aktivatdr proteinlerinin bazi
0zellesmis promotor elemanlarina (UAS’ler-Upstream Activating Sequences) baglanmasi
ile aktive edilir (Natarajan vd., 2001). Okaryotlarda transkripsiyonun baslatilmasi, TATA
baglanma proteinlerinin (TBP) promotora baglanmasi ile baglamaktadir. SAGA, (Spt-Ada-
Gen5-Asetiltransferaz), TATA baglanma proteininin promotora baglanmasini kolaylastiran
ve birkag alt birimden olusan bir komplekstir. SAGA kompleksi, Genbp igerir ve hedef
genlerin ekspresyonunu diizenler. GCN5 (General Control Non-derepressible 5) geni histon
asetiltransferaz enzimini kodlamakta olup, transkripsiyonla baglantili oldugu tanimlanan ilk
enzimdir ve SAGA kompleksinin alt birimi olarak gorev alir (Rodriguez-Navarro, 2009).
Gcenbp ko-aktivator komplekslerinin katalitik bileseni olarak hiicrede farkli iglevlere sahiptir
(Rodriguez-Navarro, 2009).

Trehaloz disakkariti stres kosullarinda hayatta kalmay1 saglayarak ve enerji deposu
olarak kullanilarak hiicre i¢in 6nemli bir gorev iistlenmektedir. Maya hiicrelerinin stres

karsisindaki yanit verme sekilleri ve buna bagli genlerinin etkilesimleri de uzun yillardir



arastirmalara konu olmustur. Literatiirde stres basliklar1 altinda ayr1 olarak incelenen, farkl
caligmalar yapilan SAGA/Gcen5p ve trehaloz metabolizma genlerinin bu caligmada olasi
aktiviteleri ve etkilesimleri ilk defa incelendi. Dolayisiyla potansiyel olarak transkripsiyonel
ko-regiilatériic.  oldugunu disiindiigiimiiz  Gen5p’nin NTH1 ve TPS1 genlerinin
transkripsiyonuna etkisinin ve hiicre iginde biriken trehaloz glikojen birikiminin
belirlenmesi amaglanmistir. Sonug olarak trehaloz metabolizmasi i¢in gerekli olan NTH1 ve
TPS1 genlerinin transkripsiyonel regiilasyonunda rol alan proteinlerden bir tanesinin daha

gorevi belirlenmeye ¢aligiimistir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKI CALISMALAR

2.1 Okaryotlarda Kromatin ve Niikleozom Yapisi

Okaryotik hiicrelerde kromatin DNA nin histon ve non-histon proteinleri ile birlikte
niikleus icinde paketlenmesiyle meydana gelir. Transkripsiyon sirasinda gerekli faktorlerin
ve regiilator proteinlerin baglanabilmesi i¢in DNA molekiiliiniin bu proteinlerden ayrilarak
acilmast gereklidir (Pérez-Martin, 1999; Lomvardas ve Thanos, 2002). Niikleozomlar
kromatinin temel alt birimini olusturmaktadir. Her bir niikleozom, histon oktameri olarak
bilinen, sekiz histon proteininin etrafina sarilmis DNA zincirinden olugmaktadir. Histon
oktameri her birinden iki kopya olan H2A, H2B, H3 ve H4 histon proteinlerinden meydana
gelir ve oktamerik ¢ekirdek olarak adlandirilir. Oktamerik ¢ekirdek 147 baz ¢ifti igeren DNA
molekiilii ile sarilmistir. Oktamerik ¢ekirdekleri bir arada tutan baglayici (linker) DNA’ya
baglanan linker histon H1 proteini ise niikleozomlarin katlanmasini kolaylastirir ve sarilmig
olan bu yapiy1 stabilize eder (Sekil 1). Niikleus i¢indeki her bir histon proteini, hidrofobik
merkezi ¢ekirdek yapisina (central core domain) ve DNA’nin disina dogru uzayan esnek ve
yikli bir kuyruk yapisina (amino-terminal tail domain) sahiptir. Merkezi histon yapisi
niikleozom i¢indeki histonlarin birbirleriyle ve DNA ile etkilesimlerinde gorev almaktadir
(Luger vd., 1997; Pérez-Martin, 1999). Histon kuyruklari pozitif yiiklii olup post-
translasyonel modifikasyonlarin gerceklesebilmesi i¢in 6nemli hedef protein bolgelerini
olusturur (Sekil 2). Tersine g¢evrilebilir bu modifikasyonlar sayesinde histonlarin yiikleri,
konformasyonlari, DNA ile veya diger proteinlerle etkilesimleri degisir (Pérez-Martin,
1999).



, 4 =

Nikleozom

Sekil 1. Nikleozomun yapisi ve histon oktameri.
Lu vd., 2018 'den modifiye edilmistir.

Okaryotik hiicrelerde gen ekspresyonu Ozellikle transkripsiyonun baslama
asamasinda (transcription initiation step) siki bir sekilde diizenlenmektedir. Transkripsiyon
faktorlerinin ve RNA polimeraz enziminin baglanmasina promotor bolgesinde yer alan
histon proteinleri fiziksel bariyer olusturmaktadir (Wu, 2000). Histon proteinleri DNA ile
etkilesimini etkileyen farkli translasyon sonrasi modifikasyonlara (post-translational
modifications, PTM) ugramaktadir. Baz1 modifikasyonlar histon-DNA etkilesimini bozarak
niikleozomlarin gevsemesine ve acik kromatin konformasyonuna (8kromatin) doniisiime
neden olur. Bdylece transkripsiyon kompleksinin DNA'ya baglanarak ilgili genlerin
transkripsiyonunun aktivasyonu (gene activation) gerceklesir. Buna karsilik, histon-DNA
etkilesimlerini gliglendiren modifikasyonlar, heterokromatin adi verilen siki paketlenmis bir
kromatin olusturmasina neden olur. Bu durumda transkripsiyon kompleksinin DNA'ya
erisimi engellendiginden ilgili genlerin transkripsiyonu gerceklesmez ve genler susturulur
(gene silencing). Kromatin tekrar-modelleme kompleksleri araciligiyla histon

modifikasyonlari ve gen ekspresyonu regiile edilmektedir (Pérez-Martin, 1999; Wu, 2000).



Sekil 2. Histon oktomeri. Histon N-terminalinde bulunan lizin (K) aminoasitleri, asetilasyon

(Ac) ve metilasyon (Me) gibi modifikasyonlara ugrar.
Hatasa vd., 2019.

Mayada kromatin yapisin1 diizenleyen kompleksler, ATP-bagimli kromatin tekrar-
modelleme faktorleri ve histon kuyruklarini kovalent olarak degistiren modifikasyonlar
olmak iizere temelde iki smifa ayrilir. Bu iki gruptaki kompleksler kromatinin yapisim
diizenlemede ve gen ifadesinin kontroliinde birlikte (cooperative regulation) gorev

alabilirler.

2.1.1 Kromatin Tekrar-Modelleme Faktorleri

ATP-bagimli kromatin tekrar-modelleme faktorleri alt birimlerine ve biyokimyasal
aktivitelerine gore kendi icinde SWI/SNF ailesi, ISWI ailesi, INO80, SWRI ailesi ve
NURD/Mi2/CHD ailesi olmak iizere ayr1 siniflara ayrilmaktadir (Wilson ve Roberts, 2011).
Histon kuyruklarini kovalent olarak degistiren modifikasyonlar ise asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, ubiquitilasyon (ubiquitylation) sumoylasyon (sumoylation), GIcNAcsilasyon
(GIcNAcylation), sitriilinasyon (citrullination), krotonilasyon (krotonilation) olarak

bilinmektedir. Asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve ubiquitilasyon ise en ¢ok arastirilan



ve iyi anlagilan histon modifikasyonlaridir (Wu, 2000; Sadakierska-Chudy ve Filip, 2014).
Yikli histon kuyruklarinin farkli mekanizmalarla modifiye edilmesi transkripsiyon igin

gerekli oldugu gibi mitozu, DNA tamirini ve kromatin olusumunu da regiile etmektedir (Wu,
2000).

DNA’nin transkripsiyon ig¢in erisilebilir pozisyona getirilmesinde ATP-bagiml
kromatin-tekrar modelleme faktorleri rol alir. ATP hidrolizinden elde edilen enerjinin
kullanilmastyla niikkleozom pozisyonlarinin  kaydirilmast  (sliding),  histon-DNA
etkilesiminin bozulmas1 (unwrapping), histonlarin ¢ikarilmasi/eklenmesi (histone eviction)
veya histonlarin histon varyantlar1 ile degistirilmesi (exchange of histone variants)

gerceklestirilir (Sekil 3) (Zhong vd., 2013).

SWI/SNF kompleksi ilk olarak S. cerevisiae maya hiicrelerinde sukroz
metabolizmasinda gorevli olan SUC2 gen ekspresyonu ile ilgili yapilan calismalarda
tanimlanmistir (Neigeborn ve Carlson, 1984). SWI/SNF kompleksi Arp modiilii, katalitik
modiil, Snf5/Swi3 modiilii ve Swi modiilii olmak iizere 4 temel alt tinite modiiliinden olusur
(Dutta vd., 2017). SWI/SNF kompleksi histon oktomerlerini kaydirarak veya cikartip-
ekleyerek bir¢ok genin transkripsiyonunu diizenlemektedir (Smith vd., 2003).
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Niikleozom Kaydirma

/ Niikleozom Ac¢ilmasi

\ Histon Cikarma

Histon Varyant Degisimi

Sekil 3. ATP-bagimli kromatin-tekrar modelleme faktorlerinin mekanizmalari.

Zhong vd., 2013 ’den modifiye edilmistir.



ISWI (Imitation SWitch) kromatin tekrar-modelleme faktorii ATPaz aktivitesi
aracilifiyla niikleozom konumlandirilmasin1 degistirerek kromatin yapisin1 yeniden
organize ederek transkripsiyonun baskilanmasina neden olur. Mayada Isw1 ve Isw2 olarak
iki ISWI ATPaz bulunur. Bu iki varyantin farkli kombinasyonlar1 dort farkli ISWI
kompleksinin olugsmasini saglar (Tyagi vd., 2016). ISWI kromatin-tekrar modelleme ailesi

okaryotlar arasinda yiiksek oranda korunmustur.

INO80 (INOsitol requiring 80) kromatin tekrar-modelleme ailesi ilk olarak S.
cerevisiae'de kesfedilmistir ve inositole duyarl genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinden
sorumludur. Drosophila ve insanda INO80 proteininin homologlari bulunmaktadir. S.
cerevisiae'da INO80 ve SWR1 seklinde bulunan iki kompleks INO8O altfamilyasinda yer
alir. INO80 kompleksi 16 alt birimden olugurken SWR 1 kompleksi 14 alt birim icermektedir.
Bu iki kompleks diger kromatin tekrar modelleme faktorlerinden farkli olarak DNA
onariminda yer alan bakteriyel RuvB helikaziyla iliskili RvB proteini iceren ATPaz’lara
sahiptir (Bao ve Shen, 2011). INO8O ve SWR1 kromatin-tekrar modelleme kompleksleri
histon H2A varyantlar1 olan H2A. X ve H2A.Z’ye baglanirlar. Boylece niikleozomlarla
etkilesime girerek niikleozomlar1 kaydirir veya histon varyantlari ile histonlar1 degistirerek

kromatinleri tekrar sekillendirir (Bao ve Shen, 2011).

Drosophila ve insanda korunmus olan bir diger kromatin tekrar-modelleme
kompleksi ise CHD (Chromatin Helicase DNA-binding) ailesidir (Woodage vd., 1997).
CHD kompleksi, karboksil ucunda (C-terminal) A-T agisindan zengin DNA bélgelerine
baglanan bir DNA baglanma alani igerirken, amino ucunda ise (N-terminal) metillenmis
lizinleri (H3K4me) baglayan tandem kromodomain alani i¢erir. Bazi CHD kromatin-tekrar
modelleme kompleksleri transkripsiyonu organize etmek i¢in niikleozomlar1 kaydirir veya

cikarir (Clapier ve Cairns, 2009; Tyagi vd., 2016).



2.2. Histon Asetilasyonu-Deasetilasyonu

Histon asetilasyonu, niikleozomlarin agilmasina ve transkripsiyonun aktivasyonuna
sebep oldugu i¢in asetilasyon miktarinin artmasi transkripsiyonel aktivasyonla dogru
orantilidir. Histon deasetilasyonu ise niikleozomlarin sikica paketlenmesine neden

oldugundan transkripsiyonu baskilar.

Histon asetilasyonu ve deasetilasyonunda yer alan enzimler, metabolik enzimlerin
diizenleyicileridir ve protein asetilasyonu/deasetilasyonu dengesinin korunmasinda rol alir.
Kromozomal yapilar1 diizenleyerek gen ekspresyonunun gerceklestirilmesinde rol oynayan
bu enzimler Histon Asetiltransferazlar (HAT) ve Histon Deasetilazlardir (HDAC). Bu
nedenle asetilasyonda gorevli Histon Asetiltransferaz enzimleri pozitif transkripsiyonel
regiilatorler olarak bilinirken, deasetilasyonda gorevli Histon Deasetilaz enzimleri negatif
regiilatorler olarak bilinmektedir (Sekil 4). Hiicre igindeki asetil-CoA ve NAD'
metabolitlerinin seviyesi histon asetiltransferazlarin ve deasetilazlarin aktivitesini

diizenlemektedir (Davie, 1998; Struhl, 1998; Shen vd., 2015).

Histon Deasetilasyonu Histon Asetilasyonu

= g = 52 A\ g\ )

Gen Inaktivasyonu Gen Aktivasyonu

Sekil 4. Histon asetilasyonu ve histon deasetilasyonu modeli.

Backs, 2005 'ten modifiye edilmistir.

Asetilasyon-deasetilasyon dongiisii ile transkripsiyon faktorlerinin ilgili genlerin
promotor bolgelerine erisimi kontrol edilerek epigenetik bir regiilasyon gerceklestirilir
(Huang vd., 2020). Histon asetiltransferazlar asetil grubunu H3 ve H4 histonlarina transfer
ederek histon asetilasyonunu gerceklestirirken histon deasetilazlar histonlar iizerindeki asetil

gruplarin1 uzaklastirarak histonlarin tekrar siki bir sekilde paketlenmesini saglar. Histon
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asetiltransferaz enzimi asetil CoA metabolitini substrat olarak kullanarak asetil grubunu (-
COCH?3) histonlarin amino ucundaki lizin amino asitine transfer eder. Asetilasyon sonrasi
lizinin pozitif yiikli notralize edildigi i¢in DNA ile histon arasindaki etkilesim zayiflar ve
niikleozomlar mobilize olur. Histon asetiltransferazlar A tipi ve B tipi olmak tizere iki ayri
smifa ayrilir. B tipi asetiltransferazlar yiiksek oranda korunmus olup kromatindeki bagl
histonlarin yerine sitoplazmada serbest bulunan histonlar1 asetilleme yetenegine sahiptir
(Dutnall vd., 1998; Parthun, 2007; Shen vd., 2015). A tipi asetiltransferazlar ¢esitli olup
GNAT (GCNS5 related N-acetyltransferases), MYST (MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2, Tip60) ve
CBP (CREB-binding protein)/p300 (adenoviral E1A-associated protein of 300 kDa)
ailelerine ayrilirlar. A tipi asetiltransferazlar niikleusta kromatin yapisinda bulunan
histonlarin asetilasyonunda gorev alirlar. Ayrica A tipi asetiltransferazlar SAGA gibi biiyiik

multiprotein komplekslerinde bulunurlar (Yang ve Seto, 2007).

2.2.1. SAGA Kompleksi

Transkripsiyonel koaktivator olan SAGA (Spt-Ada-Gen5  asetiltransferaz)
mayalardan yliksek okaryotik organizmalara kadar korunmus bir protein kompleksidir. H3
histon asetilasyonu ve deubikitinasyonu olmak {iizere iki farkli enzim aktivitesine sahiptir.
Bu sayede histonlar1 degistirerek gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol alir (Cheon vd.,
2020). SAGA kompleksi hiicre dis1 ¢evresel streslere karsi olusturulabilecek yanitta gérev
almaktadir. S. cerevisiae maya hiicrelerinde genlerin yaklasik %10 nunun transkripsiyonu
SAGA kompleksi ile kontrol edilmektedir. Bu genler genellikle DNA hasari, 1s1, metabolik
aclik gibi stres kosullar1 sirasinda aktive olmak i¢in 6zellesmis yukari regiile edilen genlerdir
(Cheon vd., 2020).

S. cerevisiae maya tiiriinde kesfedilen SAGA kompleksi dort fonksiyonel modiil
igerir (Sekil 5). Bu modiiller 19 alt {initeden meydana gelerek SAGA kompleksini olusturur.
[k modiil HAT modiilii olup GenSp, Ada2p, Ada3p ve Sgf29 proteinlerinden, Temel yapisal
modiil Taf5p, Taf6p, Taf9p, TaflOp, Tafl2p, Adalp, Spt7p, Spt20p, Spt3p ve Spt8
proteinlerinden, DUB modiilii Ubp8p, Sgf73p, Suslp ve Sgfll proteinlerinden ve
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Transkripsiyon faktorii baglama modiilii Tral proteininden olugmaktadir (Koutelou vd.

2010; Helmlinger vd., 2017).

Cekirdek (Core)

Modill ¥ HAT Modilii

-~
~

4
l’r BP \l
\Baglanme
N

7’

% DUB Modiilii

Sekil 5. SAGA kompleksi ve modiilleri.
Cheon vd., 2020°den modifiye edilmistir.

SAGA koaktivator kompleksi diger kromatin modelleyici komplekslerde oldugu gibi
indiiklenebilir genlerin promotor bdlgelerini hedef alarak transkripsiyonu aktive eder. Bu
aktivasyon i¢cin SAGA kompleksinin hedef genlere yonlendirilmesi Gcen4  gibi
transkripsiyonel aktivatorlerin yardimiyla gergeklesir (Utley vd., 1998; Natarajan vd., 2001).
Transkripsiyonel aktivatorlerin yardimiyla hedef genlere yonlendirilen SAGA kompleksi
Gen5  protein  aktivitesiyle histon asetilasyonunu Ubp8 protein aktivitesiyle histon

deubikitinasyonunu gergeklestirir (Rodriguez-Navarro, 2009).
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2.2.2. GCN5 Gen Yapisi ve Transkripsiyonel Regiilasyondaki Rolii

Maya hiicrelerinde 7. kromozom iizerinde yer alan GCN5 (General Control Non-
derepressible 5) geni 1320 b¢ uzunlugunda olup 439 amino asitten olusan 51065.8 Da
agirhigina sahiptir ve histon asetiltransferaz enzimini kodlamaktadir (Wong vd., 2013).
SAGA kompleksinin HAT modiilii i¢inde yer alan Gen5 proteininin enzimatik aktivitesi igin
Ada2p ve Ada3p ile fiziksel olarak etkilesime girmesi gereklidir (Armor vd., 2013). GenS5-
Ada2/3 etkilesimi serbest histonlarin asetilasyonu icin yeterli iken DNA-bagh
niikleozomlarin asetilasyonu i¢in yeterli degildir (Sekil 6). Gen5-Ada2/3 interaksiyonuna
Sgf29 proteininin eklenmesiyle niikleozomal histonlarin asetilasyonu i¢in gerekli HAT

modili tamamlanir ve asetilasyon aktivitesi artar (Grant vd., 1997; Balasubramanian vd.,

2001).

Gen5  Ada2/Gen5 Ada2/Ada3/Gen5 Ada2/Ada3/Gen5/Sgf29

Histonlarin
Asetilasyon Verimliligi + e +++ +++

Niikleozomlarin
Asetilasyon Verimliligi — + ++4 +4++ + 44+

Sekil 6. GenS igeren farkli komplekslerin asetilasyon verimliligi.

Espinola Lopez ve Tan, 2020 den modifiye edilmistir.

Gcen5 proteini sumoylasyon bolgesi, korunmus HAT aktivitesine sahip aktivasyon
bolgesi, Ada2p interaksiyon bolgesi ve bromodomain olmak iizere 4 6nemli bolge
icermektedir. GenS proteininin 1. ve 95. aminoasitleri arasindaki bodlge daha once
kodlanmayan bolge olarak tanimlanmasina ragmen bu bolgenin sumoylasyon bolgesi oldugu
ve transkripsiyonel regiilasyonda baskilayict rolii olabilecegi in vitro calismalar ile
gosterilmistir (Sterner vd., 2006) (Sekil 7). Ada2 interaksiyon alan1 Ada2p ile etkilesime
girerek niikleozomal histonlarin hedeflenmesinde ve asetilasyonunda rol alir. Karboksil

ucunda yer alan bromodomain bdlgesi SAGA kompleksinin hedef genlere baglanmasi ve
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asetilasyon islemi i¢in gerekli olup bu spesifik baglanma yalnizca asetil CoA varliginda ve
uygun transkripsiyonel aktivatorlerin yonlendirmesi ile gergeklesir (Li ve Shogren-Knaak,
2009). H3 histonunun amino ucunda yer alan 14. lizin amino asitinin ve H4 histonunun
amino ucunda yer alan 18. ve 16. lizin amino asitlerinin asetilasyonu Gen5 proteininin HAT
aktivasyon bolgesi araciligiyla gergeklesir (Kuo vd., 1996). HAT aktivasyon bdlgesi
tizerinde bulunan iki ortagonal oluktan birine asetil CoA substrat1 digerine lizin aminoasidi
baglanir. GenS proteininin HAT aktivasyon bolgesi iginde bulunan iki olugun kesisim
kisminda ise kritik 6neme sahip glutamat amino asiti yer alir (Tanner vd., 1999; Wagner vd.,
1999). Glutamat amino asiti lizin igeren peptitdeki &-aminin deprotonasyonuna neden olur.
Bu durum ilk olukta yer alan asetili CoA molekiiliine niikleofilik saldirinin olmasini

tetikleyerek asetil grubunun asetil CoA molekiiliinden lizin amino asitine gegmesini saglar.

GenS5 proteini aracili asetilasyon seviyesinin artmasi transkripsiyon aktivasyonun da
artmasina neden olmaktadir. Gen5 proteininin ilgili genin promotoruna getirilmesinin ve H3
histon hiperasetilasyonunun Gcen4 ile saglandigr bilinmektedir (Kuo vd., 2000). Gen4d
proteininin transkripsiyon aktivasyonunda rol almasi ise amino asit acligt ve stres
kosullarinda indiiklenen genlerin promotorunda yer alan TGA(C/G)TCA konsensus
sekansina baglanarak gerceklesmektedir (Oliphant vd., 1989). Promotor bolgesinde Gen4
baglanma elementi iceren genlerin SAGA aracili histon asetilasyonu ile epigenetik olarak

diizenlenme ihtimalinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Kuo vd., 2000).

Gcenb protein
25

HAT Aktivasyon Bolgesi Adaz Bromodomain
) Interaksiyvon Bislgesi
Bolgesi

Sekil 7. Genb proteinin yapisi.
Sterner vd., 2006 °dan modifiye edilmistir.
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2.3.  Depo karbonhidrat Metabolizmasi

2.3.1 Trehaloz Metabolizmasi

Hiicreleri olumsuz c¢evre kosullarina karsi koruyan ve enerji kaynagi olarak
kullanilan trehaloz molekiilii iki glikoz monomerinin a,a-1,1 glikozidik bag ile olusan bir
disakkarittir (Sekil 8). Bakteriler, mantarlar, bitkiler, omurgasizlar ve memeliler gibi bircok
organizmada trehaloz bulunmaktadir. Trehaloz, hiicrenin biitiinliiglinii ¢cevresel sartlara ve
besin kisitlamalarina kars1 korur. Mayada trehaloz, yiiksek sicaklik, oksidatif stres, ozmotik
stres, besin veya alkol stresi sebebiyle proteinlerin konformasyonlarinin bozulmasini
engeller ve denatiire proteinlerin agregasyonunu baskilamaktadir. Is1 soku proteinlerinin
(Heat shock proteins, Hsp), diger proteinlerin nativ konformasyonlarinin korunmasinda
gorev aldig1 bilinse de trehalozun hiicre zarin1 ve dogal proteinleri stabilize ederek stres
koruyucu etki gosterdigi daha once yapilan ¢alismalarla belirtilmistir (Eleutherio vd., 2014).
Olumsuz ortam kosullar ortadan kalktiginda trehalozun hizlica yikilmasi ve enerji kaynagi
olarak kullanilmas1 gerekir. Aksi takdirde trehaloz tarafindan gergeklestirilen protein
stabilizasyonu sonraki aktivasyonu bloke ederek hiicresel proteinlere zarar vermektedir
(Argiielles, 2000).

OH HO,
OH OH OH
m,m L Trehalaz L & L o
OH o/ O A > H%Mou + H%OWOM
o\ H.O OH OH
= ;
Trehaloz D-Glikoz D-Glikoz

Sekil 8. Trehaloz disakkariti.
Maicas vd., 2016 ’dan modifiye edilmistir.

Hiicre i¢inde trehaloz molekiiliiniin miktar1 belirli bir seviyede tutulmaktadir. Bu
nedenle trehalozun sentezinde ve yikiminda gorevli proteinler ve ilgili genler siki bir sekilde

regiilasyona ugramaktadir. Trehalozun sentezinden sorumlu TPS (Trehaloz Fosfat Sentaz)
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enzim kompleksi Tpslp, Tps2p, Tps3p ve Tsllp olmak iizere 4 alt tiniteden olugsmaktadir.
Trehaloz sentezi iki enzimatik basamakta gerceklesmekte olup ilk basamakta TPS1 geni
tarafindan kodlanan trehaloz fosfat sentaz enzimi UDP-Glikoz ve Glikoz-6-fosfati substrat
olarak kullanarak trehaloz-6-fosfat molekiiliinii sentezler. Sonraki basamakta ise TPS2 geni
tarafindan kodlanan trehaloz-6-fosfat fosfataz enzimi trehaloz-6-fosfat molekiiliinii
defosforile ederek trehalozu olusturur (Sekil 9) (Eleutherio vd., 2014). TPS1 gen mutasyonu
tasiyan maya hiicreleri trehaloz sentezleyememektedir (Elbein vd., 2003; Eleutherio vd.,
2014).

Sistematik adi YBR126C olan TPS1 (Trehalose-6-Phosphate Synthase) geni S.
cerevisiae’'da 2. kromozom iizerinde bulunmaktadir. 1485 bp uzunlugunda niikleotit dizisine
sahip olan TPS1, 495 aminoasitten olusmaktadir ve 56 kDa molekiiler agirliga sahiptir.
Trehaloz-6-fosfat sentaz (Tps1p), maya hiicrelerinde trehalozun biyosentezi ve strese direng
icin anahtar enzimdir. Trehaloz-6-fosfat molekiilii hekzokinaz aktivitesini inhibe ederek
maya hiicrelerinde glikolize giren glikoz seviyesini diizenler (Hohmann vd., 1996). Ancak
Atps1 maya hiicrelerinin tireme ortamina amino asitlerin eklenmesi sonrasinda mutant maya
hiicrelerinin glikozda ¢ogalabildikleri gozlenmistir. Bu durum maya hiicrelerinde karbon
sinyal sistemi ile azot metabolizmas1 arasinda ¢apraz bir regiilasyonun oldugunu
gostermektedir (Foster vd., 2003). Tpsl proteini hekzokinaz (Hxk2p) araciligiyla heksoz
tastyici proteinleri (hexose transportes, HXT) etkiler ve inhibe eder (Elbein vd., 2003).

Trehalozun sentezi ve hidrolizi, trehaloz metabolizmasi i¢in 6nemlidir ayrica
glikolizin kontrollii bir sekilde ger¢ceklesmesinde de rol oynar (Elbein vd., 2003). Stres
kosullar1 ortadan kalktiginda trehaloz disakkariti Trehalaz enzimi (EC 33.1.28) ile iki glikoz
monomerlerine pargalanir. Maya hiicrelerinde NTH1 ve NTH2 genleri tarafindan kodlanan
Notral Trehalaz ve ATH1 tarafindan kodlanan Asit Trehalaz olmak {izere iki farkl trehalaz
enzimi bulunmaktadir. Asit trehalazlar (Ath1p) vakuol ve periplazmik alanda lokalize olurlar
ve pH degeri 4.5 oldugunda optimum aktivite gostermektedir. Notral trehalazlar (Nthlp ve
Nth2p) ise sitoplazmada bulunurlar ve optimum pH degerleri 7.0 oldugu i¢in nétral trehalaz
olarak adlandirilmistir (Parrou vd., 2005). Periplazmik alanda bulunan asit trehalaz disaridan

alinan trehalozun parcalanmasini saglarken, vakuolde bulunan asit trehalazin fonksiyonu
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hakkinda yeteri kadar bilgi bulunmamaktadir (Jules vd., 2004; Parrou vd., 2005; Eleutherio
vd., 2014). Hiicre igi trehaloz yikimi notral trehalaz Nthlp tizerinden gergeklesir ve besin,
151, toksik kimyasallar gibi stres kosullart NTH1 ve NTH2 genlerinin ekspresyonunu indiikler
(Eleutherio vd., 2014).

UDP-glukoz + Glukoz 6-fosfat —>  Trehaloz 6-fosfat + UDP

Trehaloz-6-fosfat sentaz

Trehaloz 6-fosfat —>  Trehaloz +P

Trehaloz-6-fosfat fosfataz

Trehaloz 6-fosfat —> Glikoz 6-fosfat + Glikoz
Trehaloz-6-fosfat hidrolaz/ Fosfotrehalaz

Trehaloz = Glikoz + Glikoz
Trehalaz

Trehaloz+P <  Glikoz 1-fosfat + Glikoz

Trehaloz fosforilaz

Sekil 9. Trehalozun biyosentezi ve yikimi.

Argiielles, 2000°den modifiye edilmistir.

Sistematik adi YDROO1C olan NTH1 (Neutral TreHalase) geni S. cerevisiae’da 4.
kromozom iizerinde bulunmaktadir. 2079 bp uzunlugunda niikleotid dizisine sahip olan ve
intron igermeyen NTH1, 693 amino asitten olugsmaktadir ve 79,6 kDa molekiiler agirliga
sahiptir. Nthlp enziminin aktivasyonu icin Ca®" veya Mn?" kofaktorleri gerekirken
inhibisyonu icin Mg? kofaktorii gerekir. Nthlp fosfoprotein yapisindadir, cAMP’ye bagh
Protein Kinaz A (PKA) tarafindan fosforlanarak aktive edilir ve defosforilasyon yolu ile
inaktive edilir. Boylece Nthl proteininin enzimatik aktivitesi fosforilasyon ve
defosforilasyon ile siki bir sekilde kontrol edilmis olur. Duragan fazdaki maya hiicrelerinin
bulundugu iireme ortamina glikoz eklendiginde nétral trehalaz enzimi aktive olur trehaloz
yikilir. NTH1 mutasyonu tasiyan bir maya susunun trehalozu hidroliz edemedigi ve stres

ortadan kalktiginda ise hiicrenin iyilesmesinde kusurlar oldugu rapor edilmistir (Eleutherio
vd., 2014).
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TPS1 ve NTH1 genlerinin stres kosullarinda transkripsiyonu artmaktadir. TPS1 ve
NTH1 promotorunda bulunan STRE elementleri genel stres faktorlerinin baglanmasi ve stres
yanit1 olarak gergeklesen transkripsiyon i¢in énemlidir. Trehaloz sentezi igin gerekli olan
genlerin ekspresyonu besin agligi, 1s1 ve ozmotik stres tarafindan uyarilir. NTH1 ekspresyonu
ise 1s1 soku, oksidatif ajanlar, toksik kimyasallar ve ortamdaki glikozun tiikenmesi ile

indiiklenir (Winderickx vd., 1996; Eleutherio vd., 2014).

2.3.2. Glikojen Metabolizmasi

Maya hiicreleri tarafindan hiicre i¢inde biriktirilen trehaloz kadar énemli olan bir
diger karbonhidrat da glikojendir. Glikojen molekiilii olduk¢a dallanmis yapida olup diiz
zincir i¢inde glikoz molekiillerinin a-1,4-glikozidik bagi ile ve dallanma noktalarinda a-1,6-
glikozidik bagi ile baglanan yiiksek molekiiler kiitleli bir polisakkarittir. Maya hiicrelerinde
diiz zincirler 11-12 glikoz birimi igermekte olup yaklasik 107-108 molekiiler agirligimdadir.
Uzun donem besin ac¢liginda yiiksek glikojen miktariin hayatta kalmak i¢in 6nemli oldugu

bilinmektedir (Eleutherio vd., 2014).

Glikojen sentezi glikojenin (EC 2.4.1.186), glikojen sentaz (EC 2.4.1.11) ve
dallanma enziminin (EC 2.4.1.18) aktiviteleri sonucu meydana gelmektedir. Glikojenin
(GLG1 ve GLG2) kendi kendine glikozillenen bir baglatict protein iken glikojen sentaz
(GSY1 ve GSY2) ise glikojen sentezini katalizler. Glikoz kaynagi olarak kullanilmak {izere
UDPG (UDP-Glikoz) iiretilmesi bu sentezin ilk adimidir. Hem glikojen hem de glikojen
sentaz UDP-Glikoz kullanir (Cheng vd., 1995; Eleutherio vd., 2014). UTP ve glikoz-1-
fosfattan UDPG pirofosforilaz sentezlenir. Bu olay UDPG pirofosforilaz enzimi (EC 2.7.7.9)
tarafindan katalize edilen bir reaksiyondur. UDPG molekiilii N-glikozilasyonu, galaktozun
karbon kaynagi olarak kullanimi, trehaloz iiretimi ve hiicre duvarinda bulunan B-glukan
sentezi i¢in gereklidir (Eleutherio vd., 2014). Bu nedenle UGP1 geninin regiilasyonu ve
Ugpl proteininin aktivitesi maya hiicreleri i¢in oldukca onemlidir (Wilson vd., 2010).
Glikojen sentaz tarafindan katalize edilen dogrusal a-1,4 glikozidik baglarmnin olusumu ve
glikojen dallanma enzimi (GLC3) tarafindan gergeklestirilen a-1,6 glikozidik baglari

yoluyla zincirin dallanmasi glikojeni olusturur.
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Glikojenin degredasyonu ise iki farkli sekilde gerceklesir. Birincisi GPH1 tarafindan
kodlanan glikojen fosforilaz (EC 2.4.1.1) enzimi ile glikojenin glikoz monomerlerine
parcalanmasidir. Bu reaksiyon sonucunda a-1,4 glikozidik bagli zincirlerin indirgen
olmayan uglarindan glikoz-1-fosfat formunda glikoz serbest kalir. GPH1 geninin
ekspresyonu hiicreler duragan faza yaklastik¢a indiiklenir ve cAMP bagimli PKA yolu
tarafindan diizenlenir. Diger degradasyon yolu ise SGAl geninin kodladigi vakuolar
glukoamilaz (EC 3.2.1.3) tarafindan glikojenin yikimidir. Bu reaksiyon sonucunda ise

glikojenden fosforlanmamis serbest glikoz olusur (Wilson vd., 2010).

Glikojen metabolizmasinda gorevli enzimlerin aktivitesi siki bir sekilde diizenlenir.
Bu enzimleri kodlayan genlerin ekspresyonu hiicreler duragan fazina yaklastikca cAMP-
PKA yolag araciligiyla aktive edilir. PKA yolaginin aktivasyonu glikojen birikiminin
azalmasina, baskilanmasi ise glikojenin yliksek oranda birikmesine neden olur. PKA yolag:
GSY1, GSY2, GLG1, GLG2, GPH1, GLC3 ve GDBL1 genlerinin transkripsiyonunu kontrol
eder (Eleutherio vd., 2014). GSY2 ekspresyonu 1s1 stresinde, azot ve glikoz agliginda,
artmaktadir (Parrou vd., 1999).

2.4.  PKA Sinyal Yolag

Protein kinaz A yolagi maya hiicrelerinde biiyiimede, metabolik olaylarda ve stres-
yanit mekanizmasinda dnemli rolii olan sinyal yolaklarindan biridir. PKA enzimi iki katalitik
alt tiniteden (C-subunit) ve iki diizenleyici alt {initeden (R-subunit) olusan tetramerik yapida
(R2C2 complex) bir enzim kompleksidir. Katalitik alt tinite birbirleri ile izoform olan TPK1,
TPK2 ve TPK3 (Takashi’s Protein Kinase) genleri tarafindan kodlanan Tpk1-3 proteininden
ve diizenleyici alt linite BCY1 (Bypass of Cyclic-AMP requirement) geni tarafindan
kodlanan Bcyl proteininden meydana gelir (Sekil 10). S. cerevisiae maya hiicrelerinin
canliligi icin PKA aktivitesi elzem oldugundan en az bir katalitik izoform olmasi
gerekmektedir. Tpk izoformlarinin aktivitesi c¢ok yOnliidiir ve hiicresel biiyiime,
karbonhidrat metabolizmasi, hiicre dongiisii ve strese genel tepki dahil olmak {izere bir¢cok
gelisimsel ve adaptif siireci kontrol eder (Eleutherio vd., 2014; Creamer vd., 2022). Katalitik
ve diizenleyici alt tniteler bir arada oldugunda PKA kompleksi inaktif (inactive R2Cs
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complex) durumdadir. Diizenleyici alt {nitelerin (Bcylp) her birinde bulunan siklik
niikleotid baglanma bolgesine (cyclic nucleotide binding (CNB) domains) birer cAMP
molekiilii baglandiginda allosterik regiilasyon gergeklesir ve katalitik birim kompleksten
aynlarak aktif hale gelir (Creamer vd., 2022). Aktif PKA hedef proteinleri fosforlayarak

aktivitelerini diizenler.

PKA yolagmin en 6nemli hedef proteinleri ¢evresel strese yanitta (Environmental
Stress Response, ESR) rol alan proteinlerdir. ESR-yanit genlerinin (ESR-response genes)
transkripsiyonunu uyaran bir¢cok faktoriin aktivitesi, PKA aracili fosforilasyon ile
diizenlenir. ESR tarafindan indiiklenen genlerin biiyilik bir kismmin promotor bdlgesinde
cinko-parmak DNA-baglanma motifine sahip transkripsiyon faktoérlerinin baglanabilmesi
i¢in stres yanit elemani (STress Response Element, STRE) baglanma bolgesi bulunmaktadir.
MSN2 (Multicopy suppressor of SNF1 mutation 2) ve MSN4 (Multicopy suppressor of SNF1
mutation 4) genleri tarafindan kodlanan Msn2 ve Msn4 proteinleri ¢inko-parmak DNA-
baglanma motifine sahip genel stres transkripsiyon faktorleri olup STRE elementlerine (5°—
CCCCT-3’) baglanmaktadir (Gorner vd., 1998; Conrad vd., 2014). TPS1, NTH1, GSY2 ve
GPHL1 genlerinin promotorunda Msn2/Msn4 transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi igin

gerekli STRE elementleri bulunmaktadir (Francoise ve Parrou, 2001; Sunnarborg vd., 2001).
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Sekil 10. cAMP/PKA sinyal yolagi ve gevresel stres yanitinin (ESR) PKA bagimli kontrolii.

Creamer vd., 2022 °den modifiye edilmistir.

Msn2/4 proteinlerinin ¢ekirdek ile sitoplazma arasindaki yer degisimi PKA ve
karyoferine-bagimli bir sekilde gerceklesir (Gorner vd., 1998; Durchschlag vd., 2004).
Normal biiyiime kosullarinda veya PKA aktivitesi yiiksek oldugunda, Msn2/4 proteinlerinin
niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) igeren bolgesinin PKA tarafindan fosforlanmas1 Msn2/4
proteinlerinin sitoplazmada kalmasina neden olur (Jacquet vd., 2003). Msn2 proteinine
Kapl21 (syn.Pselp; Protein Secretion Enhancer) ve Kapl23 (KAryoPherin 123)
proteinlerinin baglanmasi Msn2p’nin niikleusa gecisini engelleyerek sitoplazmada

kalmasinmi saglar (Garmendia-Torres vd., 2007). Stres kosullarinda veya PKA aktivitesi
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azaldiginda ise, Msn2/4 fosfatazlar tarafindan defosforile edilerek niikleusa gecer ve orada
niikleer import faktorlerine baglanarak niikleusta birikmeye baslar (Jacquet vd., 2003).
Niikleer import faktorii olan Msn5 proteininin Msn2p’nin niikleer eksport dizisi (Nuclear
Export Sequence, NES) iceren bolgesine baglanmasi Msn2p’nin niikleustan sitoplazmaya
gecisini engeller (Pfanzagl vd., 2018) (Sekil 10). Msn2p-NES bolgesinin niikleer PKA
tarafindan fosforlanmas1 Msn5p’nin Msn2p’ye baglanmasini tetikledigi gibi stres siiresince
Msn2p’nin niikleusta kalmasini ve STRE dizilerine baglanmasini saglar (Jacquet vd., 2003;
Durchschlag vd., 2004). Tpk proteinlerinin sitoplazmik ve niikleer bolgelerdeki dagiliminin
Msn2/4p ile birlikte diizenlendigine iliskin veri bulunmamakla beraber, Tpkl ve Tpk3
proteinlerinin  Msn2p’nin baskilanmasinda Tpk2 proteininin ise Msn2p’nin  kismi
aktivasyonunda gorev almasi her bir Tpk izoformunun NLS'ye kars1t NES'i fosforile etmek

icin spesifik oldugunu gostermektedir (Sadeh vd., 2011).

PKA enzimi direk olarak Msn2 ve Msn4 proteinlerini fosforlayarak Ms2/4p
aktivitesini kontrol ettigi gibi farkli proteinleri (kinazlari, fosfatazlari ve diger diizenleyici
proteinleri) fosforlayarak da Msn2/4p aktivitesini kontrol etmektedir. RIM15 (Regulator of
IME2) geni tarafindan kodlanan Rim15p Ser/Thr kinaz olup Msn2/4p aktivitesini kontrol
etmektedir. Rim15 aktivitesi PKA ve TOR sinyal yolaklari {izerinden kontrol edilmektedir
(Wanke vd., 2008; Zhang vd., 2018).

2.5. TOR Sinyal Yolag:

PKA ve TOR (Target Of Rapamycin) sinyal yolaklar1 besin ve stres sinyallerine yanit
verilmesinde ve hiicresel biiyiimenin kontroliinde gorev alan yiiksek oranda korunmus iki
sinyal yoludur. Mayada Torl ve Tor2 proteinlerinin biyokimyasal saflagtirilmast sonucunda
TORC1 ve TORC2 olmak iizere iki farkli TOR protein kompleksinin varligi belirlenmistir
(Loewith vd., 2002). TORCI kompleksinin yapisinda TOR1 geni tarafindan kodlanan Torlp
veya TOR2 tarafindan kodlanan Tor2p bulunurken TORCII kompleksinin yapisinda
yalnizca Tor2p bulunur. Ayrica TORC1 kompleksi KOG1 (Kontroller Of Growth)
tarafindan kodlanan Koglp, TCO89 (Tor Complex One 89) tarafindan kodlanan Tco89p ve
LST8 (Lethal with Sec Thirteen 8) tarafindan kodlanan Lst8p igerir. Benzer sekilde TORCII
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kompleksi Tor2 ve Lst8 proteinlerine ilave olarak AVO1-3 (Adheres VVOraciously (to TOR2)
tarafindan kodlanan Avolp, Avo2p ve Avo3p igerir (Loewith vd., 2002, Reinke vd., 2004)
(Sekil 11). Torl ve Tor2 proteinleri TORC komplekslerinin katalitik aktiviteye sahip alt
birimlerini olusturan ser/thr protein kinazlardir. TORCI kompleksi hiicre biiyiimesi ile ilgili
protein/lipid sentezi ve ribozom biyogenezi gibi anabolik prosesleri kontrol ettigi gibi
protein degradasyonu ve otofaji gibi katabolik proseslerin kontroliinde de gorev alir.
TORCII kompleksi ise aktin hiicre iskeletinin organizasyonunu, endositozu, sfingolipid
biyosentezini ve stresle iliskili transkripsiyonu kontrol eder. TORCI kompleksi Sch9p ve
Tap42p fosforilasyonu yoluyla sinyal olustururken TORCII kompleksi Ypk1/2p ve SIm1/2p
fosforilasyonu ile sinyal olusturur. Sch9p ve Ypk1/2p AGC (Protein kinase A, Protein kinase
G ve Protein kinase C) kinaz ailesinin iiyesi olan ser/thr protein kinazlardir. TORCI
kompleksi rapamisin ile inhibe edilirken TORCII kompleksi rapamisine duyarsizdir. Bu
nedenle TORCI kompleksinin yer aldigi sinyal sistemi TOR sinyal sistemi olarak kullanilir
(Loewith vd., 2002; Zhang vd., 2018).
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Sekil 11. S. cerevisiae maya hiicrelerinde TORCI ve TORCI|I sinyal sistemi
Jacinto ve Lorberg, 2008 den modifiye edilmistir.

TOR yolu, yalnizca besin streslerine verilen yanitta degil, ayni zamanda 1s1 soku,
DNA hasar1 yanitlar1 ve ozmotik stres gibi farkli streslerde de yogun bir sekilde yer alir. S.
cerevisiae maya tiirleri zengin azot kaynagi olarak glutamin, asparajin, ticari Bactopeptone
karigimlar1 ve amonyum siilfat gibi azot igeren bilesikleri 6ncelikli tercih etmektedir. Prolin,
ornitin, y-aminobutirat, allantoin ve {lire gibi azot kaynaklar1 ise mayalar tarafindan tercih
edilmeyen zay1f azot kaynaklaridir (Magasanik ve Kaiser, 2002). Kuvvetli azot kaynaginda
TOR iz yolu aktif iken rapamisin varliginda veya zayif azot kaynaginda bu sinyal yolu

baskilanir.
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Besin bollugunda ve zararli streslerin olmadigi kosullarda, TORCI kompleksi
aktiftir. Amino asit varligi, Gtrl-GTP'ye bagli bir aktivasyon mekanizmasi ile Egol, Ego3,
Gtrl ve Gtr2 proteinlerinden olusan EGO kompleksi aracilifiyla TORC1 kompleksine
iletilir (Binda vd., 2009). Aktif TORC1 kompleksindeki katalitik aktiviteye sahip Torl/2
proteinleri Sch9 ve Tap42 proteinlerini fosforlayarak Sch9 proteininin aktive olmasini
Tap42 proteininin ise inaktif olmasini saglar (Sekil 12) (Urban vd., 2007). Tap42 proteini,
S. cerevisiae maya tiiriinde Protein fosfataz 2A-benzeri fosfataz (PP2A-like Phosphatase)
olan PP2AS™ fosfatazin diizenleyici alt {initesi olup, PP2AS™ baglandiginda fosfatazi inaktif
hale getirir (Luke vd., 1996). PP2AS™ Katalitik aktiviteye sahip Sit4 proteininin Sap155,
Sap185 veya Sap190 proteinlerinden birisi ile kompleks olusturmasi ile olusan bir enzim
kompleksi olup PP2AS™ aktivitesi Tap42 ile kontrol edilir (Luke vd., 1996). Torl/2
tarafindan fosforlanan Tap42 proteini TORCI kompleksinin Kogl alt iinitesine bagl
kaldigindan PP2AS™ aktivitesini diizenleyemez. Torl/2 tarafindan fosforlanarak
aktiflestirilen Sch9 proteini Mafl, Dot6, Tod6 ve Stb3 gibi ¢esitli transkripsiyonel
represOrleri fosforlayarak aktivitelerini baskilayarak ribozom biyogenezi igin gerekli
bilesenlerin maksimum ekspresyonuna neden olur (Lee vd., 2009; Huber vd., 2011). Sch9
proteini ayrica ubikuitin-konjuge edici enzim (ubiquitin-conjugating enzyme) olan Cdc34
proteinini fosforile ederek hiicre dongiisiiniin ilerlemesini uyarmaktadir (Cocklin ve Goebl,
2011). Ayrica TORCI1 aktivitesi ¢esitli stres-cevap programlarini ayni anda bastirmaktadir.
Aktif Sch9 proteini daha énce Thr'®” amino asitinden fosforlanmis olan Rim15 kinazi
(Rim15-P"") Ser'%! amino asitinden de fosforlayarak (Rim15-P™"PS®") niikleusa gegisini
engeller. TORCI aktivitesi ayrica daha once fosforlanan Rim15 kinazdan (Rim15-P™)
fosfatin alinmasinda gorevli fosfatazi bloke ederek Riml15 kinazin aktivitesini kontrol
etmektedir (Pedruzzi vd., 2003; Wanke vd., 2008). Rim15 kinazin Sch9 kinaz tarafindan
fosforlanmas1 Bmh2 proteininin Rim15 kinaza baglanmasini ve Rim15 kinazin sitoplazmada
kalmasini saglar. Daha 6nce niikleusa gegmis olan Rim15 proteinlerinin inaktivasyonu ve
niikleus disina ¢ikartilmasi ise niikleer fosfata duyarli Pho85 sikline bagimli kinaz (nuclear
phosphate-responsive Pho85 cyclin-dependent kinase) ve siklin ortagi Pho80p yardimiyla
gerceklesir. Pho85- Pho80p kompleksi Rim15 proteinini Thri®> amino asitinden fosforile
eder ve Rim15 proteininin Msn5 reseptor protein yardimiyla niikleus disina ¢ikarilmasini
saglar (Wanke vd., 2005). Sitoplazmik Rim15 kinaz niikleusta bulunan Msn2p ve Msn4p'yi

aktiflestiremediginden stres-cevap genlerinin transkripsiyonu gerceklesmez (Sekil 13).
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Rapamisin veya kafein varliginda, besin agliginda (6rnegin azot agliginda), zararh
stres kosullarinda TORCI kompleksi inaktiftir. GTPaz proteini olan Rhol proteini Kogl
proteinine baglanabilmek i¢in Tap42p ile rekabet eder. Rhol proteini Kogl proteinine
baglandiginda serbest kalan Tap42 proteini PP2AS™ fosfataza baglanarak fosfatazin
aktiflesmesini saglar. Ayrica Rhol proteini Torl/2 aktivitesini bastirdigindan Sch9 kinaz
defosforile edilerek inaktif olur (Sekil 12). Protein fosfatazlar tarafindan defosforile edilen
Rim15 kinaz niikleusa gecerek Msn2/4 proteinlerini fosforlayarak aktiflestirir (Cameroni
vd., 2004). Niikleer aktif Msn2/4 transkripsiyon faktorleri STRE igeren genlere baglanarak
transkripsiyon aktivasyonunu saglar (Sekil 13) (Zhang vd., 2018; Dawes ve Perrone, 2020).

Rim15 kinaz hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durmasi ve GO fazina gegis, trehaloz ve
glikojen metabolizmasi, Gisl ve Msn2/4 transkripsiyon faktorleri bagimli transkripsiyonun
kontrolii olmak iizere bircok farkli hiicresel prosesin kontroliinde kilit olarak gérev yapan
bir enzimdir (Pedruzzi vd., 2000, 2003; Cameroni vd., 2004). Rim15 kinaz aktivitesi TOR
yolag1 da dahil olmak iizere su ana kadar bilinen 4 farkli sinyal yolagi ile kontrol
edilmektedir. PKA sinyal yolagi bu yolaklardan bir tanesi olup Rim15 kinazi1 Sch9 kinazin
disinda baska bes bolgeden fosforlayarak (PKA phosphorylation sites) inaktiflestirir
(Pedruzzi vd., 2003). PKA sinyal yolagi1 da Tor sinyal yolaginda oldugu gibi Rim15 kinazin
niikleer ve sitoplazmik lokalizasyonunu kontrol ederek Rim15p aktivitesini kontrol eder.
TOR ve PKA sinyal yolaklari Msn2/4 aktivitesini Rim15-bagimli kontrol ettigi gibi, Msn2/4
niikleer ve sitoplazmik lokalizasyonunu fosforilasyon-defosforilasyon mekanizmasiyla

Rim15-bagimsiz olarak da kontrol etmektedir.

TOR aktivitesinin azaltilmasi mayada yasam siiresini uzatmaktadir. Genel olarak
hiicresel translasyonu azaltmak, yasam siliresini uzatmanin korunan bir mekanizmasidir.
Translasyonun temel elemanlarindan olan ribozomal proteinler ve bu proteinleri kodlayan
genler TOR sinyal yolaginin hedef proteinleri ve genleri arasindadir. TORC1 kompleksinin
hedeflerinden birisi de protein sentezi ve hiicre biiylimesinin kontroliinde gorevli olan ve
GAAC sinyal yolaginda yer alan Gen2 protein kinazdir (Cherkasova ve Hinnebusch 2003;
Staschke vd., 2010).
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Swinnen vd., 2014 ten modifiye edilmistir.
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2.6. GAAC Sinyal Yolag:

Okaryotik hiicerelerde korunmus olan Genel Amino Asit Kontrol (GAAC, General
Amino Acid Control) sinyal yolu amino asitlerin bulunabilirliine gore translasyon
baslamasin1 koordine ederek hiicrelerin amino asit acligimma adapte olmasini saglayan
diizenleyici bir yolaktir (Hinnebusch, 2005). Serbest amino asit seviyesinin diismesiyle
olusan yiiksiiz tRNA (uncharged tRNA) birikimi GAAC sinyal yolu tarafindan amino asit
yoklugu olarak algilanir. Amino asit aglig1 olusan hiicrelerde yiiksiiz tRNA molekiilleri,
GCN2 (General Control Non-derepressible 2) geni tarafindan kodlanan Gen2 protein kinaza
baglanarak enzimi aktiflestirir (Narasimhan vd., 2004). Aktif Gcn2 protein kinaz,
translasyonun baglamasi i¢in gerekli olan elF2 (Eukaryotic Initiation Factor 2a) faktoriiniin
alfa alt tinitesini fosforlayarak inhibe eder ve mRNA translasyonunu baskilar. Ancak bu
durum, Gen4 transkripsiyon faktoriine ait mRNA’larin translasyonunun ger¢eklesmesine
neden olur (Hinnebusch 2005). GCN4 geni tarafindan kodlanan Gen4 proteini amino asit
transportunda ve amino asit metabolizmasinda gorevli proteinleri kodlayan genlerin
ekspresyonunu aktive ederek hiicrelerin amino asit agligina adaptasyonunu saglar (Natarajan

vd., 2001; Hinnebusch, 2005; Staschke vd., 2010).

Okaryotik baslatma faktérii 2 (eIF2) o, B ve y olmak iizere ii¢ alt iiniteden olusur.
elF2 proteininin f alt tinitesinde GDP/GTP baglanmasi gergeklesir. eIF2 proteinine GTP nin
baglanmasi ile elF2B-GTP ikili kompleks ve bu komplekse metionil baglatict tRNA
(MettRNA;Met) baglanarak tcli kompleks (TC, Ternary complex)
(eIF2B+GTP+MettRNAM®Y) olusur. Uclii kompleks (TC) 40S ribozomal protein ile
birleserek 43S-6n baslatma kompleksini (pre-initiation complex) olusturur. 43S-6n baglatma
kompleksi AUG baslatma kodonunu bulmak i¢in mRNA’nin 5' ucundan baglayarak tarama
yapar. AUG kodonu bulundugunda 48S kompleks olusumu i¢in elF5 tarafindan GTP
GDP'ye hidroliz edilir. Translasyon 48S kompleksin 60S ribozomal alt iiniteyi getirmesiyle
baslar. Bu arada bir sonraki translasyon i¢in e[F2B3-GDP guanin-niikleotid degisim faktorii
(eIF2B) tarafindan elF2B-GTP ikili kompleksine ¢evrilir. Hiicredeki elF2p3-GTP ve IF2f3-
GDP miktarlart GAAC sinyal yolaginin uyarilmasi i¢cin 6nemlidir. eIF2B-GTP miktarindaki
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azalma GAAC sisteminin aktivasyonuna ve bu yolagin ana diizenleyicisi olan GCN4 gen

ekspresyonunun artmasina neden olur (Staschke vd., 2010; Zhang vd., 2018).

GCN1 (General Control Nonderepressible 1) geni tarafindan kodlanan Genlp ile
GCNZ20 (General Control Nonderepressible 20) geni tarafindan kodlanan Gen20p bir araya
gelerek Genl/Gen20 kompleksini olusturur. Gen2 proteininin Genl/Gen20 kompleksi ile
etkilesimi yiiksiiz tRNA molekiillerinin Gen2 proteinine baglanmasini kolaylastirir. Amino
asit achigindan dolay1 biriken yiiksiiz tRNA molekiilleri Gen2 proteininin histidil-tRNA
sentetaz (HisRS) ile ilgili yapisina (histidyl-tRNA synthetase (HisRS) related domain)
baglanarak Gen2 proteinindeki yanyana yerlesik kinaz alanini (juxtaposed kinase domain)
aktive eder. Aktif Gen2 protein kinaz IF2 proteinini a altbiriminden fosforladiginda elF2f3
alt biriminde GDP’nin GTP’ye doniisiimiinii yavaslar ve TC olusumu i¢in gerekli olan
elF2B-GTP miktar azalir (Sekil 14) (Li ve Lam, 2008). Bu durum protein translasyonunun
global inhibisyonuna ve transkriptomun yeniden programlanmasina yol acar. Ilging olarak
elF2 proteininin Gen2p tarafindan fosforlanarak inaktivasyonu sonucu elF2B-GTP
miktarinin azalmasi, kisa uORF (upstream open reading frames) igeren 6zel S'UTR yapisina
sahip GCN4-mRNA’larin translasyonlarini tetikler (Sekil 14) (Hinnebusch 2005; Altmann
ve Linder, 2010).

Maya hiicrelerinde Gen4 transkripsiyon faktorii icin kodlu mRNA molekiillerinin
5’UTR bolgesinde dort adet uORF bulunmaktadir. Besin acliginin bulunmadigi normal
tireme kosullarinda TC kompleks (eIF2B+GTP+MettRNA;Me') miktar1 yiiksek oldugundan,
ribozomlar GCN4-mRNA molekiiliiniin 5’UTR kisminda bulunan ilk uORF’a (uORF1)
baglanir (Sekil 15) (Altmann ve Linder, 2010; Shen vd., 2019). Bir sonraki TC kompleksin
uORF1’e baglanabilmesi icin uORF1’in translasyonunu hizlica gerceklestirerek diger
uORF’larin (WORF2 ve uORF3) translasyonunu yaparak uORF4’{in translasyonunu baslatir.
Bu sirada ribozom bu dort uORF’un translasyonu i¢in ugrastigindan ve fazla zaman
harcadigindan GCN4-ORF’un translasyonuna baslayamadan 40S ve 60S alt initeler
birbirinden ayrilarak mRNA’dan kopar (Sekil 16a). Boylece normal iireme kosullarinda
GCN4-mRNA translasyonu gerceklesmez (Hinnebusch 2005; Shen vd., 2019). Stres

kosullarinda veya amino asit agliginda ise Gen2 protein kinaz tarafindan IF2a fosforilasyonu
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ile TC kompleks (elF2B+GTP+MettRNAM®) miktar1 azalmaya eIF2B+GDP miktart
artmaya baslar (Sekil 15). TC kompleks miktari diisiik oldugundan, var olan TC kompleksler
uORF’larin translasyonunu bypass yapar ve ilk TC kompleks GCN4-ORF’un AUG start
kodonu ile esleserek translasyona baglar. Boylece stres kosullarinda GCN4-mRNA
translasyonu artar (Sekil 16b).

TOR ve GAAC sinyal yolaklar1 besin agliginda koordineli bir sekilde Gen4 proteinin
aktivitesini Gen2p lizerinden kontrol etmektedir (Sekil 17). Zayif azot kaynaginda veya
amino asit agliginda TORCI kompleks inaktif oldugundan Tap43/sit4 fosfataz aktif hale
gecer ve Gen2 proteinini defosforile (S577) ederek aktif hale gegirir. Paralel olarak amino
asit acligi ile olusan yiiksiiz tRNA’lar Gen2 proteinine baglanarak aktiflestirir. Aktif Gen2
kinaz elF2a fosforile ederek translasyon seviyesini diisiirken GCN4-mRNA translasyonunu
artirir. Sentezlenen Gen4 proteinleri niikleusa gegerek ilgili genlerin transkripsiyonunu
artirir (Sekil 17) (Gonzalez ve Hall, 2017; Mohler vd., 2017).
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Sekil 17. TORCI1 ve GAAC sinyal yollar1 arasindaki regiilasyon.
Gonzdlez ve Hall, 2017 den modifiye edilmistir.

Besin aglig1 kosullarinda Gen4 transkripsiyon faktorii baglanma dizilerinin isgal
ettigi 546 genomik bolge belirlenmistir. Gen4 baglama dizilerinin %30'unu temsil eden bu
bolgelerin %40°1 ise promotorda bulunmaktadir (Staschke vd., 2010; Rawal vd., 2018;
Zhang vd., 2018). Gen4 proteininin ilgili genlerdeki baglanma bolgesi 5-'RRTGACT-3'
dizisi ve ardindan kisa bir timidin dizisi igermektedir (Arndt ve Fink, 1986). Gcn4 proteini
DNA iizerindeki bu dizilere baglanarak transkripsiyonu diizenlemektedir. Zayif Gcn4
baglanma dizisi iceren bolgelerde ise DNA’nin niikleozomlardan arindirilmasi ile

transkripsiyonun seviyesi artmaktadir (Rawal vd., 2018). Bu nedenle Gcn4p-bagimh
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transkripsiyonlarin  aktivasyonunda niikleozom mobilizasyonu yapabilecek SAGA

kompleksi gibi komplekslerin 6nemli rolii bulunmaktadir.

Bilgisayar tabanli biyoinformatik arastirmalar ile Gen4 baglanma bdlgesinin, amino
asit biyosentezi ile dogrudan baglantili olmayan ¢ok sayida genin promotorunda da
bulundugu belirlenmistir (Natarajan vd., 2001). Azot aglhiginda NTH1 ve TPS1 genlerinin
ekspresyonunun arttigi, histidin aclhiginin bu genlerin ekspresyonunu yaban tip maya
hiicrelerinde yaklasik 3 kat Agcn4 mutant maya hiicrelerinde ise 1,5 kat artirdig
belirlenmistir (Natarajan vd., 2001). Ayrica NTH1 ve TPS1 promotorunda Gen4 baglanma
dizilerinin bulunmasi bu genlerin Gen4-bagimli regiilasyona ugradiklarint géstermektedir
(Eleutherio vd., 2014). SAGA kompleksinin katalitik alt iinitesi olan Gcn5 proteininin
Gendp-bagiml transkripsiyon igin gerekli oldugu daha dnce gosterilmistir (Georgakopoulos
ve Thireos, 1992). Bu nedenle ¢alismamizda azot acligi ile olusturulan stres kosullarinda,
HAT aktivitesine sahip Gcn5 proteininin NTH1 ve TPS1 genlerinin ekspresyonuna etkisi
belirlendi. Ayrica GenS proteininin yoklugunda maya hiicrelerinin biriktirdigi trehaloz ve

glikojen seviyeleri enzimatik olarak belirlendi.
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UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMIiI/MATERYAL VE YONTEM

3.1. Maya Suslarimin Ozellikleri ve ikilenme Siirelerinin Belirlenmesi

Arastirmada kullanilacak S. cerevisiae maya suslari, BY4741 yaban tip maya susu
(MATa; ura3A0; leu2A0; his341; met1540) ve Y07285 mutant maya susudur (MATa;
ura3A0; leu2A0; his3A1; met1540; YGR252w::kanMX4). S. cerevisiae maya suslari
EUROSCAREF (European Saccharomyces cerevisiae Archive for Functional Analysis) maya
koleksiyonundan satin alinmistir. Genomu tamamen sekanslanan, haploid ve standart maya
susu olarak kullanilan BY4741 susu gen mutasyonu icermemektedir. BY4741 ile izogenik

olan Y07285 maya susu GCN5 gen mutasyonu tagimaktadir.

Yaban tip (BY4741) ve Agen5 mutant (Y07285) S. cerevisiae maya suslarinin
ikilenme siireleri ve spesifik tireme oranlart YNBD-HLMU (%0,16 Yeast Nitrogen Base +
%0,5 Amonyum siilfat + %2 Dekstroz + %0,2 Histidin + %0,3 Losin + %0,2 Metiyonin +
%0,2 Urasil) iireme ortaminda belirlendi. Maya suslar1 sivi YNBD-HLMU iireme ortaminda
30 °C sicaklikta ve 120 rpm calkalama ile 15 giin inkiibe edildi. Inkiibasyonun ilk 48 saatinde
2 saatte bir sonraki gilinlerde ise 6 saate bir kiiltiirlerden 6rnekler alinarak spektrofotometrede
ODesoo degerleri belirlendi. Elde edilen 6l¢iim degereleri kullanilarak maya suglarina ait
tireme egrileri (Growth curve) zamana karst ODeoo degerinde bulunan hiicre sayisi olarak
olusturuldu. Yaban tip ve 4gcn5 maya suglariin tireme egrileri lizerinden ikilenme stireleri

(Doubling Time, Dt) ve spesifik iireme oranlar1 (Specific Growth Rate, p) hesaplandi.

3.2. Plazmitlerin Cogaltilmasi ve Maya Suslarina Transformasyonu

Calisamada NTH1-, TPS1- ve SUC2-LacZ gen fiizyonunu barindiran plazmitler
kullanildi. NTH1- ve TPS1-LacZ gen fiizyonu iceren plazmitler Profesor Jean Marie
Francois’den (Institut National Des Sciences Appliquées, Toulouse, Fransa) temin edildi.

SUC2-LacZ gen fiizyonunu plazmit stres kosullarindan etkilenmedigi i¢in kontrol plazmiti
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olarak kullanildi (Tiirkel vd., 2003). TPS1-LacZ gen fiizyonunu igeren plazmit TPS1 geninin
1000 b¢ uzunlugundaki promotor bolgesini ve NTH1-LacZ gen flizyonunu iceren plazmit
NTH1 geninin 770 bg¢ uzunlugundaki promotor bdlgesini icerir ve bu bdlgelerin genlerin
ekspresyonu i¢in gerekli olan tiim kontrol dizilerini igerdigi bilinmektedir (Parrou vd.,
1997).

Plazmitlerin ¢ogaltilmasinda Escherichia coli MACH3 bakteri hiicreleri kullanildi.
NTH1-, TPS1- ve SUC2-LacZ gen fiizyonunu iceren plazmitlerin bakteri hiicrelerine
aktarimi MgCl,-CaCl, yontemiyle gergeklestirildi (Ausubel vd., 1993). Transformant
bakteri hiicrelerinin seleksiyonu igin Ampisilin (%33 mg/ml) iceren TYE*™ (%2,4 Trypton
Yeast Extract Agar) besi yeri kullanildi. Ureme gdsteren bakteri kolonileri ampisilin igeren
NB (%2,5 Nutrient Broth) iireme ortaminda ¢ogaltildiktan sonra plazmid saflagtirma kiti

(GeneJet Plasmid Kit #K0502) kullanilarak saflastirildi ve -20 °C’de saklandi.

NTH1-, TPS1- ve SUC2-LacZ gen flizyonunu igeren plazmitlerin BY4741 ve Agcn5
S. cerevisiae maya suslarina transformasyonu lityum asetat polietilen glikol (LiOAc + PEG)
metodu ile Herring Sperm DNA (5 pl HS-DNA) tasiyict DNA kullanilarak yapild: (Rose
vd., 1990). Transformant maya suslari urasil icermeyen YNBD-HLM iireme ortamina ekimi
yapilarak seleksiyonu gerceklestirildi. Ureme gosteren maya kolonileri segilerek taze
YNBD-HLM kati1 besiyerine aktarildi ve maya hiicrelerinin beta-galaktozidaz enzim

aktivitelerinin belirlenmesi i¢in +4 °C’de muhafaza edildi.

3.3. Maya Hiicrelerinin Ureme Kosullar

Transformant maya hiicreleri urasil icermeyen YNBD-HLM siv1 iireme ortaminda
O/N kiiltiirti olusturularak 120 rpm sabit ¢alkalama ile 30 °C’de inkiibasyona birakildi. Maya
hiicreleri gecelik hiicre kiiltiirlerlerinden ODsgoo degeri yaklasik 0,3 olacak sekilde YNBD-
HLM siv1 taze kiiltiirlere aktarildi. Tekrar ayn1 kosullarda logaritmik asamaya kadar (ODeoo
degeri 0,7 olana kadar) iiretildi. Bu agsamada beta-galaktozidaz enzim aktivitesini belirlemek

icin (5 ml) ve depo karbonhidrat (trehaloz ve glikojen) miktarini belirlemek i¢in (20 ml)
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hiicre kiiltiirlerinden 6rnekler alindi. Kalan hiicre kiiltiirleri 3 kisma ayrilarak birinci kisim
(untreatened) ayn1 kosullarda 4 saat inkiibe edildi. Ikinci ve iigiincii kisimdaki hiicreler soguk
steril distile su ile yikandiktan sonra ikinci kisimdaki hiicreler amonyum siilfat yerine % 0,1
prolin eklenen YND-HLMP siv1 kiiltiiriine Gigtincii gruptaki hiicreler ise % 0,5 amonyum
stilfat iceren YNBD-HLM siv1 kiiltlirtine aktarilarak sabit ¢alkalama ve sicaklikta 4 saat
inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda hiicre kiiltiirlerinden beta-galaktozidaz enzim aktivitesini
ve depo karbonhidrat miktarini belirlemek i¢in 6rnekler alindi. Deneyler her maya susu i¢in

en az li¢ tekrar olacak sekilde ve t¢lii setler olarak yapildi.

3.4. Promotor Aktivitesinin Belirlenmesi

Transformant maya hiicrelerinin NTH1, TPS1 ve SUC2 promotor aktiviteleri toplanan
hiicre kiiltiirlerinde B-galaktozidaz enzim aktivitesi belirlenerek oOlgiildii. Farkli iireme
kosullarinda ¢oglatilan hiicre kiiltiirlerinden alinan 6rnekler (5 ml) ¢okiitiiriilerek soguk steril
distile su ile yikandiktan sonra hiicre pelleti tizerine 200 pl Breaking Buffer (100 mM Tris
(pH 8,0) + % 20 Gliserol + 4 mM PMSF + 1 mM DTT) eklenerek karistirildi ve tizerine 20
ul Kloroform ve 20 pl % 0,1 SDS eklenerek hiicre lizat1 olusturuldu. Daha sonra 970 ul Z-
Buffer (40 mM NaH2PO4; + 60 mM NaHPO4 + 1 mM MgSO4 +10 mM KCl) igeren cam
tiiplere hiicre lizatindan 30 pl ilave edilerek 30 °C’deki 1sitict blokta 2 dakika bekletildi.
Daha sonra cam tiiplere 200 ul ONPG (% 0,4 Orto Nitro Phenyl Galactoside) ilave edilerek
reaksiyonun baslama zamani kaydedildi. Tiipteki ren sar1 renk almaya bagladigi anda 500 pl
1 M NazCOs ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon durduruldu ve zaman kaydedildi. Reaksiyon
sonucu olusan sar1 rengin yogunlugu spektrofotometrede ODa2o degerinde belirlendi. Hiicre
lizat1 igerisindeki toplam protein miktarin1 Lowry yontemiyle belirlendi (Lowry vd., 1951).
Oncelikle 180 pl dH20 iceren cam tiiplere 20 pl hiicre lizat1 ilave edildi. Daha sonra iizerine
1 ml C-Buffer (9,8ml A-Buffer (% 2 Na;COs + % 0,4 NaOH) + 100ul % 1,56 CuSO4.5H,0
+ 100 pl (% 2 KNaCsH406.4H20) ilave edilerek oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.
Karisim iizerine 100 pl Folin Ciocalteu‘s Phenol Reagent eklenerek vortekslendikten sonra
tekrar oda sicakliginda 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda reaksiyon

sonucu olusan mavi rengin yogunlugu spektrofotometrede OD7so degerinde belirlendi. Elde
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edilen sonuglara gore f-galaktozidaz aktivitesi dakikada 1 mg proteinde hidroliz edilen nmol
ONPG (nmol ONPG/dk/mg protein) olarak hesaplandi. (Ausubel vd., 1993).

3.5. Depo Karbonhidrat Miktarinin Belirlenmesi

S. cerevisiae maya hiicrelerinde biriktirilen trehaloz ve glikojen miktar1 daha once
kullanilan enzimatik yontemle belirlendi (Parrou ve Francois, 1997). Farkli kosullarda
cogaltilan hiicre kiiltiirlerinden alinan 6rnekler (20 ml) ¢okiitiiriilerek soguk steril distile su
ile yikandiktan sonra hiicre pelleti hassas terazide tartilarak hiicrelerin yas agirlig1 belirlendi.
Hiicre pelleti tizerine 250 pl 0,25 M Na2COs ilave edilerek 100°C’de 2 saat kaynatilarak
protein inaktivasyonu yapildi. Daha sonra hiicreleri igeren tiiplere 150 ul 1 M Asetik asit ve
600 ul 0,2 M NaOAc ilave edilerek karistirildiktan sonra karisim esit miktarda olacak sekilde
iki ayn tiipe geg¢irildi. Maya hiicrelerinin biriktirdigi trehaloz miktarin1 belirlemek igin
birinci tiipteki karisim tlizerine 3mU trehalaz enzimi (Sigma, 8778) eklendi ve 37 °C’de 18
saat inkiibe edildi. Maya hiicrelerinin biriktirdigi glikojen miktarin1 belirlemek i¢in ikinci
tiipteki karisim {izerine 100 mg a-amiloglikozidaz enzimi (Sigma, A-7420) eklendi ve 57
°C’de 18 saat inkube edildi. Inkiibasyon sonunda trehalaz ve a-amiloglikozidaz aktivitesi
sonucu ag¢iga ¢ikan glikoz miktart GOD (Glikoz Oksidaz Peroksidaz) metoduyla Glucose
(Glu) Colorimetric Assay Kiti (GOD-POD Method) kullanilarak belirlendi. GOD enzimi
igeren cam tiiplere maksimum 200 pl’ye kadar olacak sekilde drnek ilave edilerek 37 °C’de
15 dk inkiibe edildi. Olusan kirmizi-pembe rengin yogunlugu spektrofotometrede ODsa6
degerinde belirlendi. Hiicrelerin igerdigi trehaloz ve glikojen miktar1 Olciilen glikoz
miktarinin maya yas agirligi lizerinden normalize edilmesiyle hesaplandi ve miligram

hiicrede biriktirilen mikrogram glikoz (ug glikoz/mg yas agirligi) olarak belirlendi.

3.6. Veri Analizi

Deneyler her maya susu igin en az {i¢ tekrarli olmak iizere ti¢lii setler olarak yapildi.

Veri analizi i¢in Graph Pad Prism 9 (Graph Pad Software Inc., La Jolla, ABD) programinda
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two-tailed student’s t-test parametresi kullanilarak ortalama + standart sapmasi (SS)

hesapland1 ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.7. Biyoinformatik Calismalar

Saccharomyces Genom Veritabani (SGD), S. cerevisiae i¢in kapsamli bilgilerin yan1
sira bu verileri arastirmak i¢in arama ve analiz araglari igerir. Ayrica daha yiiksek
organizmalarda dizi ve gen iriinleri arasindaki fonksiyonel iligkilerin kesfedilmesini saglar.
Bu veritabani1 kullanilarak NTH1 ve TPS1 genlerinin lokalize oldugu kromozomlar
belirlendi. YEASTRACT (Yeast Search for Transcriptional Regulators And Consensus
Tracking) veritabani 6zel olarak tasarlanmis ve maya hakkinda bilgilere erisilebilen bir
platformdur. Mayadaki transkripsiyon faktorlerinin ve hedef genlerin etkilesimlerinin
licretsiz olarak ulasilabilecegi bir ag olarak hizmet verir. Bu veritabani kullanilarak Gendp
transkripsiyon faktoriiniin baglanma dizileri incelendi. EPDNew veri taban literatiire gore
yayinlanan 6karyotik promotorlarin bir koleksiyonu olarak hizmet verir ve deneysel olarak
dogrulanmig bu promotorlarin veri tabanlarina erisim saglar. EPDNew veritabani
kullanilarak NTH1 ve TPS1 genlerinin promotor dizileri elde edildi. JASPAR CORE
veritaban1 kullanilarak Gcen4 transkripsiyon faktoriiniin olast DNA baglanma bdlgesi
bulundu. Bu veritaban1 Okaryotlar i¢in deneysel olarak tasarlanmis transkripsiyon
faktorlerinin baglanma bdolgelerinin yayinlandig: bir platformdur. EPDNew veritabanindan
alman NTH1 ve TPS1 promotor dizileri kullanilarak niikleozom enerji diagrami ve
niikleozomlarin promotor iizerinde olas1 yerleri ve niikleozom modelleri olusturuldu.
Interactive Chromatin Modeling Web Veri tabant (ICM), DNA dizilerinin varsayilan
kromatin sablonlarina katlamayi saglayan bir aragtir. Arastirmacilarin niikleozom
stabilitelerini hizla degerlendirmesine ve niikleozom enerji seviyesi diyagrami elde etmesini
saglar. SCPD (The Promoter Database of Saccharomyces cerevisiae) veritabani kullanilarak
elde edilen baglanma dizilerinin NTH1 ve TPS1 genlerinin promotorunda yer alip almadigi

analiz edildi.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Maya Suslarimin ikilenme Siireleri

Arastirmada kullanilan yaban tip (wt) ve mutant (4gcn5) maya suslarinin ikilenme
stiresini  (doubling time/dt) ve spesifik tlireme oranin1 (specific growth rate/p)
hesaplayabilmek i¢in maya suslari minimal besi ortaminda (YNBD-HLMU) 30°C’de 120
rpm/dk c¢alkalama ile tiretildi. Bu silire boyunca maya kiiltiirlerinden ilk 2 giin boyunca 2
saatte bir daha sonraki giinlerde ise 6 saate bir 6rnek alinarak ODego absorbans degerleri
belirlendi. Elde edilen 6l¢iimler kullanilarak zamana kars1 absorbans (ODeoo) degerlerini
iceren lireme grafigi cizildi ve yaban tip maya hiicreleri i¢cin Sekil 18’de mutant maya
hiicreleri igin Sekil 19°da verildi. Yaban tip ve mutant maya suslarinin absorbans degerine
karsilik gelen Logio degerleri hesaplandi ve tekrar zamana karsi Logio degerlerini iceren
grafigi cizildi. Yaban tip maya susunun logaritmik tireme grafigi Sekil 20°de, 4gcn5 maya
susunun logaritmik iireme grafigi ise Sekil 21°de verildi. Maya suslarinin logaritmik {ireme
grafiginde logaritmik olarak ¢ogalma gosteren veri araligindaki absorbans degerlerine
karsilik gelen hiicre sayisi standart ireme grafigi kullanilarak hesaplandi ve zamana karsi
Ln hiicre sayisinin grafigi cizildi. Logaritmik agsamadaki Ln hiicre sayisin1 gosteren grafik
yaban tip maya susu i¢in Sekil 22°de ve 4gcen5 maya susu i¢in Sekil 23°de verildi. Ln hiicre
sayisint gosteren grafik kullanilarak maya suslarinin ikilenme siireleri ve spesifik tireme
oranlar1 hesaplandi. ikilenme siiresi hiicre miktarinin iki katina ulasmasi igin gecen siireyi
(t) ve spesifik biiyiime orani (p) ise birim zaman iginde hiicre miktarinin toplam hiicre
miktarina gore artisini tanimlamaktadir. Yaban tip maya hiicrelerinin ikilenme siiresi
1,6476+0,24 (1 saat 41 dakika+14 dakika) ve spesifik iireme oran1 0,4207 olarak belirlendi.
Agen5 maya hiicrelerinin ikilenme siiresi 2,02971+0,35 (2 saat 2 dakika+21 dakika) ve
spesifik iireme orani 0,3415 olarak hesaplandi. Yaban tip maya hiicrelerinin hiicre
dongiisiinii yaklasik olarak 1,5-2 saatte ve mutant maya hiicrelerinin bir hiicre dongiisilinii
yaklasik 2-2,5 saatte tamamladig tespit edildi. Bu nedenle c¢alismamizda azot aghig:
uygulamasi her iki maya susunun en az bir hiicre dongiisiinii tamamlayabilmesini saglamasi

acisindan 4 saat olarak uygulandi.
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Sekil 18. Yaban tip (BY4741) maya susunun zamana karsi absorbans (ODeoo) degerlerini igeren iireme grafigi.
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Sekil 19. Mutant (4gcn5) maya susunun zamana karsi absorbans (ODeoo) degerlerini iceren lireme grafigi.
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Sekil 20. Yaban tip (BY4741) maya susunun logaritmik tireme grafigi tireme grafigi.
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Sekil 21. Mutant (4gcn5) maya susunun logaritmik tireme grafigi.
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Sekil 23. Mutant (4gcn5) maya susundaki ikilenme siiresi ve spesifik tireme orani.




4.2. NTH1 ve TPS1 Promotor Analizi

Calismamizda TPS1 ve NTH1 promotorundaki olasi niikleozomlarin pozisyonlari ve
Gcen4-baglanma elementlerinin yerleri biyoinformatik yontemler kullanilarak belirlendi. Bu

amacla TPS1 ve NTH1 promotoruna ait DNA bolgesi (1000 b¢) SGD veri tabanindan alindi.

Theoretical Molecular Biology Lab web sayfasinda iicretsiz olarak kullanima
sunulan Interactive Chromatin Modeling (ICM) programu (https://dna.engr.latech.edu/icm-
du/index.php) kullanilarak TPS1 ve NTH1 promotor bdlgelerine ait niikleozom enerji
diagramlar1 olusturuldu ve olas1 niikleozomlarin pozisyonlar1 belirlendi. TPS1 promotor
bolgesinin niikleozom enerji diagrami ve kromatin modeli Sekil 24’te verildi. NTH1
promotor bolgesinin niikkleozom enerji diagrami ve kromatin modeli Sekil 25°de verildi.
ICM programindaki FootPrints tool kullanilarak TPS1 promotorunda 109-255 bg arasinda,
274-420 bg arasinda, 490-636 bg arasinda ve 639-785 bg arasinda lokalize olan 4 niikleozom
bolgesi bulundu. NTH1 promotorunda da 143-289 bg arasinda, 318-464 bg arasinda, 617-
763 bg arasinda ve 827-973 bg arasinda lokalize olan 4 niikleozom bolgesi bulundu.

Daha once gergeklestirilen bir ¢calismada TPS1 ve NTH1 promotorunun 700 bg
promotor bolgesi kullanilarak yapilan in silico analizde TPS1 promotorunda 3 tane ve NTH1
promotorunda 1 tane Gcn4-baglanma elementleri belirlenmistir (Eleutherio vd., 2014).
JASPAR CORE, YEASTRACT, SCPD (The Promoter Database of Saccharomyces
cerevisiae), EPDNew (Eukaryotic Promoter Database), SnapGene ve diger veri
tabanlarindaki algoritmalar kullanilarak transkripsiyon faktorlerinin motifleri ve promotor
tizerinde korunmus baglanma dizilerinin yerleri belirlenebilir. Calismamizda da bu veri
tabanlar1 kullanilarak S. cerevisiae maya hiicreleri i¢cin Gendp transkripsiyon faktoriiniin
korunmus baglanma dizisi (A/G)TGA(G/C)TCA(T/C) olarak ve Msn2/4 transkripsiyon
faktoriiniin  korunmus baglanma dizisi (A/G)GGGG olarak belirlendi. Yine bu veri
tabanlarindaki algoritmalar ile TPS1 ve NTH1 promotor (1000 bg) bolgeleri kullanilarak
yapilan in silico analizde Gendp ve Msn2/4p baglanma elementlerinin yerleri belirlendi.
TPS1 promotor bolgesinde 3 tane (Sekil 24) ve NTH1 promotor bdlgesinde 1 tane (Sekil 25)

Gen4 transkripsiyon faktoriiniin baglanma dizisi belirlendi. TPS1 promotor bdlgesinde
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bulunan Gcn4-baglanma elementlerinden iki tanesinin ve NTH1 promotor bdlgesinde
bulunan Gcn4-baglanma elementinin (+1) niikkleozom tarafindan kapatildigi belirlendi. TPS1
promotor bolgesinde 6 tane (Sekil 26) ve NTH1 promotor bolgesinde 3 tane (Sekil 27)
Msn2/4p baglanma elementi tespit edildi. TPS1 promotor bdlgesinde Msn2/4p baglanma
elementlerinin niikleozomlar tarafindan kapatilmadig1 ve agikta kaldigr gozlenirken NTH1
promotor bolgesinde bulunan Msn2/4p baglanma elementlerinin (+1 ve +2) niikleozomlar
tarafindan kapatildig1 goézlendi. Ayrica her iki promotor bolgesinde de TATA kutusunun

(+1) niikleozom tarafindan kapatildigi belirlendi.
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Sekil 24. TPS1 promotorunun niikleozom enerji diagrami (a) ve kromatin modeli (b). Mavi renkli yapilar niikleozomlari, kirmizi renkli yapilar
yakin temas gosteren niikleozomlari, sar1 renkli yapilar 5 niikleotid iceren DNA dizisini ve yesil renkli yap1 transkripsiyon baslama noktasindaki

5 niikleotidi gdstermektedir.
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Sekil 25. NTH1 promotorunun niikleozom enerji diagrami (a) ve kromatin modeli (b). Mavi renkli yapilar niikleozomlari, sar1 renkli yapilar 5

niikleotid igeren DNA dizisini ve yesil renkli yap1 transkripsiyon baslama noktasindaki 5 niikleotidi gdstermektedir.
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CCCAAAGATT CTTGATGAAT TTTACGATAG AGCCAGAGAC GATGCCGACG AAGATGAAGA 60
AGATCCCGAC ACAAGAAGCT CCGGTAAGAA GAAGGACGCC AGCCAAGAAG AATCTCTAAT 120
CTAAGAGGAC GGTTGCTGAA GAAAAAGGCT TTTTTTATTT TGTCCGTTTT TTTTTTGTAA 180
AACCCAAAGA TCTGAATCTA AAGCTTTTTT AAACGTATAT AGATGTCTAC ATGTGTGTTT 240
TTGTTTTTTT ACGTACGTAT ACCCACCTAT ATATGCATAA TCCGTAATTG AAAAAAAAAA 300
AAGAAAAAGA TCAAGGAACA CATCACCCTG GGCACATCAA GCGTGAGGAA TGCCGTCCAA 360
CTGGTGGAGA CGCT{GEI GCTCTTTTTG TTCTGGGTCC AACCCGGTCT CGAAGAACAT 420
CAGCACCACG CCCGCAACGA CAAAGAACAT TGCAATACAC TTGCATATGT GAGCATAGTC 480
GAGCGGTCCG TTCTGTGGTT GATGCTGTTG TTCTTTCTTC TGTTTGTCAG GGGTGATAGC 540
CATACTTCG TGCTCTTGTT GCGATTGTTC TGTTCCATCT GCACCAGAAC AAAGAACAAA 600
AGAACAAGGA ACAAAGTCCA AGCACGTCAG CGCTGTTTAT AAGGGGATTG ACGAGGGATC 660
GGGCCTAGAG TGCCAGCGCG CCAGGGAGAG GGAGCCCCCT GGGCCCTCAT CCGCAGGCTG 720
ATAGGGGTCA CCCCGCTGGG CAGGTCAGGG CAGGGGCTCT CAGGGGGGCG CCATGGACAA 780
ACTGCACTGA GGTTCTAAGA CACATGTATT ATTCHGNGESE TGTATATATA GAGAGAGATT 840
AAGGCGTACA GCCGGGTGGT AGAGATHHGEN BBACTTGGTA GTCTTATCTT GTCAATTGAG 900
TTTCTGTCAG TTTCTTCTTG AACAAGCACG CAGCTAAGTA AGCAACAAAG CAGGCTAACA 960
AACTAGGTAC TCACATACAG ACTTATTAAG ACATAGAACT 1000

Sekil 26. TPS1 promotor analizi. Alt1 ¢izilen niikleotidler niikleozom igeren bdolgeleri, yesil renkli isaretlenen bolgeler Gendp baglanma
elementini, sar1 renkli igsaretlenen bolgeler Msn2/4p baglanma elementini, mavi renkli niikleotidler TATA kutusunu ve alt1 ¢izili kirmizi renk

niikleotid transkripsiyon baslama bolgesini gdstermektedir.
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TATTCTGGAG CAATGATGTG GTTAGCACAA ATCTTTAAGG TCTTGTCTCT TCTCATCAAT 60
ATTCTAACCT TGTTAGTCTT TTTGTTCTTC AAGAACTTAC AGTCACCAGT ACCTCTTTCT 120
TTCCATTCCT TGGCATCGGC ATCGAATCTG AAAAGCTTGG CTCTGACCTT GTAAAGAACT 180
TCTTCGTCTT CTTCCATTGT CTTAACATCT ACCTTTTCCA GGTGAACCAC TGGTTCAAAA 240
TGGATATCTG GTGATTCTGG AGCATCATCA CCTTCCTTCT TGGTTTCCTC CTTGGTATCT 300
TCTTCGTCTT TCTTGGTTTC TGGCTTTTCG GCCTTCTTAC CACCAAACAT GGAGAAGACA 360
GCAGAGGATG GTGGCTTTGG AGCAGCCTCT TCCTTCTTGT CGACGACAGG TTTCTTATCT 420
TCGCTAGACA TTCTTTTTCT ATAGTTGTGT TTATCTTCTT GCTTTTATTT CAAATTAAAC 480
AAGATCTTTC TTCTTTCTCC AATTGAATAT CAATTTCATC ATCAGATTTT AGTTTCTGTT 540
TTATTTTTTA TTTTTTTATT TTTTTTTTGT TTCTTGTTTT CCGCGTACTT CCCGCTGGGC 600
GAAAAAAGAA ATGAAAAAAA GAAACGACAG GAGCATCGTG TAGGACGAAG CCCCTTATCC 660
CCTAGTTACC GAAGAAGGCC ACCAATCTTA AGTTTGATAG AGCAGTACTT ATATAAGGCT 720
ATATATAGAC TGGTTCACAA GGTTATCAAT ATGAAACTTG CGCGATCACC GATTTACGGG 780
ATTTTTCAGG AGCGAGGTAC AAGATTTGTT GGCCTGAAAA GATCGCAAAA CATTAGCTAG 840
AAATTTTCCC CCTATCGTTT TCCGTAGAGT AAATATAATA TCAAGAAGAT AGTTTTATAT 900
BEASHEATTT CACAACCAAC TGCATAGATA TAAGGAGATT ACTAGATACA AGAACGCCTG 960
ATAAACAAAA AAAGAAAAAT TAACAAAAAA AATCAGTAGA 1000

Sekil 27. NTH1 promotor analizi. Alt1 ¢izilen niikleotidler niikkleozom igeren bolgeleri, yesil renkli isaretlenen bolge Gen4p baglanma elementini,
sar1 renkli isaretlenen bolgeler Msn2/4p baglanma elementini, mavi renkli niikleotidler TATA kutusunu ve alt1 ¢izili kirmiz1 renk niikleotid

transkripsiyon baslama bolgesini gostermektedir.



4.3. GenS Proteinin NTH1 ve TPS1 Gen Ekspresyonlarina Etkisi

Histon asetilaz aktivitesine sahip GenS proteinin trehalozun sentezinde gorevli TPS1
geninin ve yikiminda gorevli NTH1 geninin ekspresyonlarina etkisi logaritmik asamada ve
normal lreme kosullarinda belirlendi. TPS1 ve NTH1 promotor bélgelerini barindiran
plazmitlerin yaban tip ve mutant (4gcn5) maya suslarina transformasyonu yapilarak

promotor aktivasyon seviyesi beta-galaktozidaz enzim aktivitesi ile 6l¢tildii.

Yaban tip ve mutant maya hiicrelerinin NTH1 ve TPS1 promotor aktivasyonlar1 Sekil
28’de verildi. Logaritmik olarak cogalmakta olan yaban tip maya hiicrelerinin stres
icermeyen normal lireme kosullarinda belirlenen beta-galaktozidaz enzim aktivitesi NTH1-
LacZ fiizyonu i¢in 151,2+25,4 {inite ve TPS1-LacZ gen fiizyonu i¢in 412,5+59,7 iinite olarak
Olglildii. Aym kosullarda mutant maya hiicrelerinde beta-galaktozidaz enzim aktivitesi
NTH1-lacZ flizyonu i¢in 2180,8+212,3 tinite ve TPS1-lacZ gen fiizyonu igin 1987,5+201,7
tinite olarak hesaplandi. Normal iireme kosullarinda yaban tip maya hiicrelerinde TPS1
promotor aktivasyonunun NTH1 promotor aktivasyonundan yaklasik 3 kat fazla (p<0,05)
oldugu gozlenirken mutant maya hiicrelerinde NTH1 ve TPS1 promotor aktivasyonlari
arasinda anlamli bir fark (p>0,05) olmadig1 gozlendi. Ancak, GenS proteininin yoklugunda
NTH1 promotor aktivasyonunun yaklasik 14 kat (p<0,05) ve TPS1 promotor aktivasyonunun
yaklasik 5 kat (p<0,05) arttig1 tespit edildi.

Glikoz baskilamasi bir¢ok genin ekspresyonunu etkileyen diizenleyici bir sistemdir.
Ortamda glikoz yerine diger karbon kaynaklari bulundugunda SUC2 gen ekspresyonu aktive
olmaktadir (Neigeborn ve Carlson, 1984). Maya hiicrelerinin cogalmasinda azot kaynaginin
¢esidi ve miktar1 SUC2 geninin ekspresyonunu etkilememektedir. Bu nedenle ¢alismada
SUC2-LacZ gen fiizyonunu i¢eren plazmit kontrol amagli kullanildi. Stres icermeyen normal
tireme kosullarinda SUC2-LacZ gen flizyonunu iceren yaban tip maya ve mutant maya
hiicrelerinde beta-galaktozidaz aktivitesi 5,7 + 0,37 {inite ve mutant maya hiicrelerinde beta-

galaktozidaz aktivitesi 20,94 + 0,8 {inite olarak 6l¢iildii.

57



Maya hiicrelerinde TPS1 ve NTH1 genlerinin ekspresyonu stres kosullarinda
artigindan bu genler strese direncin belirteci olarak bilinir (Eleutherio vd., 2014).
Calismamizda Gen5 proteininin yoklugunda stres igermeyen iireme kosullarinda TPS1 ve
NTHL1 genlerinin ekspresyonunun artmasi, Gens proteininin NTH1 ve TPS1 genlerinin
negatif diizenleyicisi oldugunu gdstermektedir. Daha Once yapilan genom-tabanli gen
ekspresyon analizinde, Gcen5 proteininin - yoklugunda 83 gene ait transkriptin
ekspresyonunun 2 kat ve iizerinde arttig1 ve 185 transkriptin ise 2 kat ve tizerinde azaldigi
gozlenmis, GenS proteininin gen ekspresyonunda pozitif veya negatif diizenleyici olarak
gorev aldigi rapor edilmistir (Holstege vd., 1998). HSP12 geni 1s1 soku gibi farkli ¢evresel
stres kosullarinda Msn2/4 ve Hsflp transkripsiyon faktorleri araciligiyla, kromatinin tekrar-
organize edilmesiyle indiiklenen bir gendir (Erkina ve Erkine 2006; Erkina vd., 2008, 2010;
Sadeh vd., 2011). Stres icermeyen normal iireme kosullarinda, GenS proteininin yoklugunun
HSP12 transkripsiyon miktarinin artmasina sebep oldugu, yaban tip ve Agcn5 maya
hiicrelerinde ayni seviyede asetilasyon olmasindan dolay:1 asetilasyon seviyesine etki
etmedigi tespit edilmistir (Antonazzi vd., 2021). Arginin sentezinde gorevli arginosuccinate
synthetase enzimini kodlayan ARG1 geninin transkripsiyonunun GenSp yoklugunda aktive
oldugu, GenSp-HAT aktivitesinin ARGl geninin baskilanmasi i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir  (Ricci vd., 2002). Caligmamizda stres igermeyen kosullarda GenSp
yoklugunda TPS1 ve NTH1 transkripsiyonunun arttigi belirlenmistir. Ancak bu
aktivasyonun nedeninin Gen5p-HAT aktivitesinin yoklugundan dolayr mi1 (ARG1 geninde
oldugu gibi) ya da kromatin tekrar-modelleyici komplekslerin Gcn5-bagimli olarak
promotora getirilememesinden (HSP12 geninde oldugu gibi) dolayr mi gerceklestigi

belirlenememistir.
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Sekil 28. Genb proteininin NTH1 ve TPS1 promotor aktivasyonuna etkisi.

Transkripsiyonun baslayabilmesi i¢in TBP ve TAFII proteinlerinden olusan TFIID
ile birlikte genel transkripsiyon faktorlerinin (GTF) sirali baglanmasi: ve RNA polimeraz II
(Pol II) enziminin promotor bolgesine yerleserek transkripsiyon baslama kompleksinin
(Transcription Initiation Complex, TIC) olusmasi gereklidir. Ayrica transkripsiyonun
regiilasyonu icin HAT-HDAC aktivitesi ile niikleozomlarin tekrar modellenmesi ve
aktivator/koaktivator ve diger diizenleyici proteinlerin promotor bdlgesine gelmesi
gerekmektedir (Basehoar vd., 2004). Asetilasyon-deasetilasyon ile kromatini tekrar-
modelleyen komplekslerin promotora getirilmesinde rolii olan Cyc8 (Ssn6)-Tupl
kompleksinin, hem normal kosullarda transkripsiyonel baskilama i¢in hem de stres yanitinda
transkripsiyonel indiiksiyon i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir (Proft ve Struhl, 2002).
Cyc8p/Tuplp kompleksinin ilgili genin promotoruna getirilmesi ise DNA’ya baglanabilen
proteinler araciligiyla olmaktadir. Gen4 proteini bZIP (basic leucine zipper factors) DNA
baglanma motifine sahip transkripsiyon faktorii olup Cyc8p/Tuplp kompleksini Gen4-
baglanma elementi iceren promotorlara getirilmesinde gorev alir. Histon H3’lin
hiperasetilasyonu i¢cin HAT aktivitesine sahip Gcn5 proteininin Gendp araciligiyla

promotora getirilmesi gerekir (Kuo vd., 2000). Ilgili genin promotorundaki Gen4-baglanma
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elementine baglanan Gcen4 proteinine ise Cyc8p/Tuplp kompleksi baglanarak kromatinin
tekrar-modellenebilmesi i¢in gerekli HAT ve HDAC aktivitesine sahip proteinlerin
promotora getirilmesini saglar. HAT aktivitesine sahip olan Gen5p, Gendp-Cyc8p/Tuplp
kompleksine baglanabilmek i¢in HDAC aktivitesine sahip olan Hdalp ile rekabet halindedir.
Gendp-Cyc8p/Tuplp  kompleksine GenSp  baglandiginda  histon  asetilasyonu/hiper
asetilasyonu Hdalp baglandiginda ise histon deasetilasyonu gergeklesir (Islam vd., 2011).

Gendp tarafindan kontrol edilen promotorlarda yapilan caligmalarda SAGA
kompleksi transkripsiyonu baskilayici bir gérev almaktadir. indiikleyici olmayan kosullarda
SAGA kompleksinin TBP’nin fonksiyonunu inhibe ederek TATA kutusuna baglanmasin
engelledigi gosterilmistir. SAGA ’nin inhibitor 6zelligi Spt3 ve Spt8 alt birimlerinin de gérev
almas1 ile gerceklesir ve bu rol icin GenSp’nin  gerekli oldugu gosterilmistir

(Belotserkovskaya vd., 2000).

Normal tireme kosullarinda GenSp varliginda, Gendp ve Cyc8p-Tuplp araciligiyla
promotora getirilen SAGA-GenSp TBP’nin fonksiyonunu inhibe ederek NTH1 ve TPS1
transkripsiyonunu baskilamis olabilir. GenSp yoklugunda ise TBP’nin TATA kutusuna
baglanmasi ile transkripsiyon artmig olabilir (Sekil 29).
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Sekil 29. Normal iireme kosullarinda NTH1 ve TPS1 transkripsiyonun aktivasyon modeli
(A) Yaban tip maya hiicrelerinde Gen5Sp histon asetilasyonu ile TBP aliminin engellenmesi
(B) Mutant maya hiicrelerinde GenSp-bagimli asetilasyonun gergeklesememesi ve

promotora artan TBP alimi sonucu artan transkripsiyon.

4.4. Genb Proteininin Stres Kosullarinda NTH1 ve TPS1 Ekspresyonuna Etkisi

Maya hiicreleri tarafindan tercih edilen glutamin, asparajin, amonyum siilfat gibi azot
kaynaklar1 kuvvetli azot kaynagi olarak; tercih edilmeyen prolin, iire, ornitin gibi azot
kaynaklar1 ise zayif azot kaynaklart olarak bilinmektedir. Kuvvetli azot kaynaklari hizl
biiylimeyi tesvik etmektedir. Birgok mikroorganizma bu farkli azot kaynaklarmi igeren
bilesikleri kullanabilir (Magasanik ve Kaiser, 2002). Arastirmamizda kuvvetli azot kaynagi
olarak amonyum siilfat zayif azot kaynagi olarak prolin kullanildi. Bbylece zayif azot
kaynagi iceren ortamda bulunan hiicrelerde azot aclik stresi olusturuldu. Kuvvetli ve zayif
azot kaynaginda iiretilen yaban tip ve mutant maya hiicrelerinde beta-galaktozidaz enzim

aktivitesi olgiilerek TPS1 ve NTH1 promotor aktivasyonu belirlendi.
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TPS1-LacZ gen fiizyonu i¢eren yaban tip maya hiicrelerinin 3-galaktozidaz aktivitesi
zay1f azot kaynagi iceren ortamda 948,3 + 112,7 iinite iken kuvvetli azot kaynaginda 458,6
+ 65,3 linite olarak 6l¢iildii. 4gcn5 maya hiicrelerinin B-galaktozidaz aktivitesi zayif azot
kaynaginda 319,8 + 42,1 iinite, kuvvetli azot kaynaginda ise 1921,7 + 204,8 {inite olarak
hesaplandi. Stres icermeyen ortamdan stres igeren ortama gegirilen yaban tip maya
hiicrelerinde TPS1 promotor aktivasyonunun yaklasik 2 kat arttig1 4gcn5 maya hiicrelerinde
ise yaklasik 6 kat azaldig1 belirlendi (p<0,05) (Sekil 30). Ilging olarak Agen5 maya
hiicrelerinde stres Oncesi belirlenen TPS1 promotor aktivasyonunun taze kuvvetli azot
kaynagina gecirildiginde degismezken zayif azot kaynagi iceren ortamda azaldig1 gézlendi.
Stres kosullarinda, mutant maya hiicrelerinde 6l¢iilen B-galaktozidaz aktivitesinin yaban tip
maya hiicrelerden 3 kat daha diisiik olmas1 (p<0,05) GenSp yoklugunda TPS1 promotor
aktivasyonunun ger¢eklesemedigini gostermektedir. Bu sonuglar Gen5 proteininin normal
tireme kosullarinda TPS1 transkripsiyonunun baskilanmasi igin stres kosullarinda ise
aktivasyonu i¢in gerekli oldugunu gostermektedir. GenS proteininin iki farkli mekanizma ile
(HAT aktivitesi ve kromatin yeniden modelleme) transkripsiyonu regiile ettigi
diigiiniildiigiinde, normal kosullarda Gen5 proteini kromatin yeniden modellemesiyle TBP
baglanmasini kontrol ederek, stres kosullarinda ise HAT aktivitesiyle veya kromatin yeniden
modellemesiyle Msn2/4p baglanmasini engelleyerek TPS1 transkripsiyonunu diizenlemis

olabilir.

NTH1-LacZ gen fiizyonunu igeren yaban tip maya susunun f-galaktozidaz aktivitesi
zay1f azot kaynagi iceren ortamda 879,4 + 112,3 iinite iken kuvvetli azot kaynaginda 168,1
+ 30,2 tnite olarak hesaplandi. Mutant maya hiicrelerinde B-galaktozidaz aktivitesi zayif
azot kaynaginda 1917,8 &+ 201,5 {inite ve kuvvetli azot kaynaginda 318,4 + 45,2 {inite olarak
ol¢iildii. Stres icermeyen ortamdan stres igeren ortama gecirilen yaban tip maya hiicrelerinde
NTH1 promotor aktivasyonunun yaklasik 6 kat artti§i mutant maya hiicrelerinde ise stres
oncesi seviyede kaldig: belirlendi (p<0,05) (Sekil 31). ilging olarak mutant maya hiicreleri
zengin azot kaynagi igeren taze ortama geg¢irildiginde NTH1 promotor aktivasyonunun
yaklagik 6 kat azaldig1 gozlendi. Elde edilen sonuglara gére normal lireme kosullarinda ve
stres kosullarinda NTH1 transkripsiyonunun baskilanmasi i¢in Gen5 proteininin gerekli

oldugu gosterilmektedir.
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SUC2-LacZ gen flizyonunu igeren yaban tip maya susunun -galaktozidaz aktivitesi
zay1f azot kaynaginda 0,266 + 0,16 iinite olarak ve kuvvetli azot kaynaginda ise 0,133 = 0,03
inite olarak hesaplandi. SUC2-LacZ gen fiizyonunu igeren 4gcn5 maya susunun zayif azot
kaynaginda B-galaktozidaz aktivitesi 21,18 & 0,8 iinite olarak ve kuvvetli azot kaynaginda

ise 18,66 + 0,8 {inite olarak hesaplandi.

Stres kosullarinda genel stres transkripsiyon faktorleri olarak bilinen Msn2 ve Msn4,
TPS1 ve NTH1 promotorunda bulunan STRE dizilerine baglanarak transkripsiyonlarini
aktive etmektedir (Winderickx vd., 1996). Msn2 ve Msn4 proteinlerinin niikleer
lokalizasyonu TOR sinyal yolu ve cAMP yolag tarafindan kontrol edilmektedir. TOR sinyal
yolu besin mevcudiyetine yanit olarak Msn2/Msn4’iin niikleusa ge¢mesini engelleyerek
stres genlerinin transkripsiyonunu baskilar. Calismamizda in silico analizler sonucunda
TPS1 promotorunda bulunan STRE dizilerinin niikleozomlar tarafindan kapatilmadigit NTH1
promotorunda bulunan STRE dizilerinin ise niikleozomlar tarafindan kapatildig:
belirlenmistir. Msn2/4 transkripsiyon faktorlerin STRE dizilerine baglanabilmesi igin
niikleozomlarin SAGA veya SWI/SNF kompleksi ile modifiye edilerek agilmalart ya da
pozisyonlarmin degistirilmesi gerekmektedir. SAGA kompleksi ve alt birimlerinin stres
yanitt olusturma ve biiyiime i¢in 6nemli oldugu rapor edilmistir (Voorst vd., 2006). Azot
acligi ile olusturulan stres kosullarinda strese yanit icin SAGA gereklidir ve Gen5 katalitik
alt birimi asetilasyon yoluyla hedef genlerin ekspresyonlarini diizenler (Rodriguez-Navarro,
2009).
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Sekil 30. Stres kosullarinda yaban tip ve 4gcn5 maya hiicrelerinde TPS1 promotor aktivasyonu.
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Sekil 31. Stres kosullarinda yaban tip ve 4gcn5 maya hiicrelerinde NTH1 promotor aktivasyonu.




Is1 soku ve oksidatif (H202 treatment) stres HSP12 geninin promotor ve kodlama
bolgelerinde  (ORF)  histon  asetilasyonunu  arttirmaktadir.  HSP12  histon
hiperasetilasyonunun gen transkripsiyonunda islevsel olup olmadigini belirlemek icin
yapilan bir ¢alismada maya hiicreleri histon asetil transferaz inhibitorii olan spermidin (SPD)
ile muamele edildiginde HSP12 transkripsiyonunun oksidatif stres kosullarinda azalmadigi
tersine arttigi gozlenmistir (Antonazzi vd., 2021). Bunun {izerine aragtirmacilar oksidatif
stres ile iligkili olan ve HAT aktivitesine sahip Gen5 proteininin yoklugunda HSP12
transkripsiyon miktarinin normal lireme kosullarinda arttigini tespit etmislerdir. Calismanin
devaminda oksidatif stres ve normal {ireme kosullarinda HSP12 geninin promotor ve ORF
bolgelerindeki histon asetilasyon seviyesi belirlendiginde, oksidatif stresin hem yaban tip ve
hem de Agcn5 maya hiicrelerinde hiperasetilasyona neden oldugu ancak asetilasyon
seviyelerinin yaban tip ve Agcn5 maya hiicrelerinde benzer oldugu gézlenmistir (Antonazzi
vd., 2021). Arastirmacilar MNase kesimi ile niikleozomlarin pozisyonlarini belirlediklerinde
Agcen5 maya hiicrelerinin +1 niikleozom kaymasini ger¢eklestiremedigini tespit etmiglerdir.
Calismanin  sonunda HSP12 asetilasyon seviyesi degismedigi i¢in HSP12
transkripsiyonunun aktivasyonunda GenSp’nin HAT aktivitesinin rolii olmadigi, ancak
GcenS proteininin niikleozomlarin kaydirilmasi i¢in gerekli oldugu belirlenmistir. Kromatin
tekrar-modelleyici komplekslerin Gen5-bagimli olarak HSP12 promotoruna getirilmesi ile
HSP12 geninin transkripsiyonunun aktive edildigi tespit edilmistir. Calismamizda azot aglig1
ile olusturulan stres kosullarinda Agcn5 maya hiicrelerinde TPS1 transkripsiyonunun

azaldig1 ve NTH1 transkripsiyonunun ise arttig1 belirlenmistir.

Yaban tip mayada stres kosullarinda TOR sinyal yolunun inaktif hale gelmesiyle
translasyonu artan Gcen4 transkripsiyon faktori Cyc8-Tupl ile SAGA kompleksini
promotora ¢ekerek stres yaniti olusturur ve TPS1’in transkribe edilmesini saglayabilir (Sekil
32). GenSp artan H3 asetilasyonu ile transkripsiyonu pozitif olarak regiile eder ayrica
niikleozom mobilizasyonu yoluyla niikleozomlarla g¢evrili olan baglanma dizilerini de
transkripsiyon faktorlerinin baglanabilecegi sekilde modifiye edebilir. Niikleozomlarin
kaydirilmasi veya agilmasi ile kapali olan STRE dizilerine stres kosullarinda niikleusa giren
Msn2 ve Msn4 baglanabilir. Bu sayede strese yanit verilerek TPS1 ekpsresyonu

gerceklesmis olabilir. Mutant maya hiicrelerinde GenS proteini eksikliginden kaynakli
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histon H3 asetilasyonu ger¢eklesemez ve buna bagli niikleozomlarin mobilize olamamasi

hiicrelerin stres yanit1 gelistirememesine neden olabilir.
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Sekil 32. Stres kosullarinda yaban tip ve 4gcn5 maya hiicrelerinde TPS1 aktivasyonu. (A)

o L ——

~ Azalmis Transkripsiyon

Yaban tip maya hiicrelerinde GenSp histon asetilasyonu ile aktive edilen transkripsiyon (B)
Mutant maya hiicrelerinde GenSp'ye bagli asetilasyonun gerceklesememesi ve TBP aliminin

regiile edilememesi nedeniyle azalan transkripsiyon.

Stres kosullarinda niikleusa artan Gendp gegisi ve Cyc8-Tupl kompleksinin
destegiyle Gendp, SAGA kompleksini promotora ¢ekerek yiiksek oranda transkripsiyona
neden olmus, ve GenSp eksikligi NTH1 baskilanmasimi engellemis olabilir. Stres
kosullarinda SAGA kompleksi tarafindan asetilenmis histonlar transkripsiyonun
baskilanmast i¢in HDA komplekslerini trehaloz promotoruna alir. SAGA’nin artan
asetilasyonuna bagli olarak asetilenmis histonlarin HDA komplekslerini promotora alma
affinitelerinin de arttig1 yapilan bir calismada belirtilmistir (Yu vd., 2021). Yaban tip mayada
zaylf azot ile muamele sirasinda Gen4/Cyc8-Tupl kompleksinin SAGA’y1 promotora
almasiyla GenS tarafindan histon asetilasyonu gerceklesebilir. Asetillenmis histonlarin artan

affinitesi HDA komplekslerinin promotora alimina onciiliik etmis olabilir (Sekil 33). Bu
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sayede deasetilasyon yolu ile niikleozomlar modifiye edilerek NTH1’in hiperaktivasyonu
baskilanmis olabilir. Promotorun hiper asetilasyonu, asetilasyon ve deasetilasyon isbirligi
ile bastirilarak gereksiz aktivasyon engellenmis olabilir. Mutant maya hiicrelerinde ise
GenSp  eksikligine ragmen diger kromatin-tekrar modelleme faktorleri sayesinde
niikleozomlarin modifiye edilmesi ile agiga ¢ikan STRE boélgeleri ve Msn2/4 tarafindan
strese yanit verebildigi i¢in hiper asetilasyonun daha da artmasina sebep olmus olabilir. Bu
baglamda GcenSp eksikliginde histonlar asetile edilemeyecek, niikleozomlar modifiye
edilemeyecek ve HDA kompleksleri promotora alinamayacaktir, bu da artan

transkripsiyonun baskilanamamasina sebep olarak NTH1’in hiperaktivite gostermesine

sebep olabilir.
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Sekil 33. Stres kosullarinda yaban tip ve 4gcn5 maya hiicrelerinde NTH1 aktivasyonu. A)
Yaban tip maya hiicrelerinde GenSp histon asetilasyonu ile TBP aliminin engellenmesi ve
HDA kompleksinin promotora alimi ile transkripsiyonun baskilanmasi B) Mutant maya
hiicrelerinde GenSp'ye bagli asetilasyonun gerceklesememesi ve HDA kompleksinin

promotora alinamamasi nedeniyle artan hiper aktivasyon.
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4.5. Gen5 Proteininin Hiicre I¢i Trehaloz ve Glikojen Birikimine Etkisi

Trehaloz ve glikojen, stres sirasinda maya hiicreleri tarafindan biriktirilen iki 6nemli
depo karbonhidrattir. Stres kosullarindan bagimsiz olarak zengin besin ortaminda {iretilen
maya hiicrelerinde logaritmik asamanin sonunda ve duragan asamanin basinda trehaloz ve
glikojen birikimi gerceklesmektedir. Calismamizda GenSp proteininin trehaloz ve glikojenin

birikimi {izerine etkisi enzimatik olarak belirlenmistir.

Yaban tip ve mutant maya hiicrelerinde Gecn5 proteininin trehaloz ve glikojen
birikimine etkisi Sekil 34°de verildi. Logaritmik olarak ¢ogalmakta olan yaban tip maya
hiicrelerinin stres icermeyen normal lireme kosullarinda hiicre i¢i trehaloz miktar1 479,2 +
91,3 pg glikoz/mg yas maya agirhig: iken, glikojen miktari ise 201,8 + 32,1 ug glikoz/mg
yas maya agirligi olarak belirlendi. Ayni kosullarda Agen5 maya susunun hiicre igi trehaloz
miktar1 1848,6 +238,9 ug glikoz/mg yas maya agirligi olarak belirlenirken, glikojen miktar1
ise 633,.8 =+ 74,2 pg glikoz/mg yas maya agirligi olarak hesaplandi. Normal iireme
kosullarindaki yaban tip maya hiicrelerinde biriken trehaloz miktar1 glikojen miktarindan
yaklasik 2 kat daha fazla iken (p<0,05), 4gcn5 maya hiicrelerinde biriken trehaloz miktari
ise glikojen miktarindan yaklasik 3 kat daha fazla olarak belirlendi (p<0,05). Yaban tip maya
susuyla karsilastirildiginda ise Agen5 maya susunun hiicre igerisinde biriken trehaloz
miktarinda yaklasik 4 katlik bir artis meydana geldigi gozlendi (p<0,05). Benzer sekilde
yaban tip maya susuna gore 4gcn5 maya susunun hiicre icerisinde biriken glikojen
miktarinda da yaklagik 3 katlik bir artis meydana gelmistir (p<0,05). Calismamizda normal
kosullarda mutant maya susunda NTH1 ve TPS1 aktivitelerinde yaban tip susu gore artis
gozlendi. Normal kosullar altinda yaban tip maya hiicresinde logaritmik asama sirasinda
trehaloz konsantrasyonunun diisiik ve trehaloz metabolizmasinda gorevli enzimlerin bazal
aktivite gostermesi beklenir (Eleutherio vd., 2014). Yaban tip mayada normal kosullarda
trehaloz ve glikojen logaritmik agamanin sonlaria gore depo edilmektedir. Calismamiz da
bu asamada gergeklestirilerek NTH1 ve TPS1 genlerinin yaban tip mayada bazal transkribe
ugradig@1 gozlenirken, mutant mayada ise hem NTH1 ve TPS1 genlerinde hem de hiicre i¢i
depo karbonhidrat birikiminde artis gézlenmistir.
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Sekil 34.

Gen5 proteininin trehaloz ve glikojen birikimine etkisi.




Zay1f azot kaynag1 iceren ortama gegirilen yaban tip maya susunun hiicre icerisinde
biriktirdigi trehaloz miktar1 1421,5 + 235,6 pg glikoz/mg yas maya agirligi, kuvvetli azot
igeren ortamdaki trehaloz miktar1 ise 562,4 + 68,7 ug glikoz/mg yas maya agirlig1 olarak
belirlendi (Sekil 35). 4gcn5 maya susunun zayif azot stresinde biriktirdigi trehaloz miktari
2134,7 £ 256,2 pg glikoz/mg yas maya agirligi iken kuvvetli azot iceren ortamda 1003,7 +
112,4 pg glikoz/mg yas maya agirligi olarak tespit edildi. Ayni sekilde yaban tip maya
susunun zayif azot stresinde hiicre i¢erisinde biriktirdigi glikojen miktar1 4987,3 + 358,4 ug
glikoz/mg yas maya agirligi iken kuvvetli azot igeren ortamda ise 398,7 £ 52,3 ug glikoz/mg
yas maya agirhigi olarak belirlendi (Sekil 36). 4gcn5 maya susunun zayif azot stresinde
biriktirdigi glikojen miktar1 827,1 + 92,8 ug glikoz/mg yas maya agirligi olarak belirlenirken
kuvvetli azot iceren ortamda 462,5 + 55,6 ug glikoz/mg yas maya agirlig1 olarak hesaplandi.

Logaritmik asamadan zayif azot stresine gecirilen yaban tip maya susunda hiicre
icinde biriken trehalozun miktarinin normal kosullardan yaklasik 3 kat daha fazla oldugu
belirlenirken, glikojen miktarinin ise yaklasik 24 kat daha fazla oldugu gozlendi (p<0,05).
Kuvvetli azot kaynagina gegirilen yaban tip mayada ise trehaloz miktarinda belirgin bir fark
gozlenmezken, glikojen miktari normal kosullara gore yaklasik 2 kat artmustir (p<0,05).
Logaritmik asamadan zay1f azot stresine gegirilen 4gcn5 mutant maya susunda hiicre i¢inde
biriken trehaloz ve glikojen miktarinda stres kosullarinda normal kosullara gore hafif bir
artis olsa da iki ortam arasinda belirgin bir fark gozlenmedi. Kuvvetli azot kaynagina
gecirilen 4gen5 maya susunda trehaloz miktar1 normal kosullara gore yaklagik 2 kat
azalmigken (p<0,05) ayni kosullara gegirilen glikojen miktarinda ise belirgin bir fark

gbzlenmedi.

Yaban tip maya susu ile 4gcn5 maya susunun trehaloz miktarlar1 karsilastirildiginda
zay1f azot stresinde mutant susun trehaloz miktar: yaban tip sustan yaklasik 1,5 kat fazla
oldugu gozlendi. Kuvvetli azot ortaminda biriken trehaloz miktarlar1 géz tintine alindiginda
ise 4gen5 mutant maya susunun yaban tip sustan 2 kat fazla oldugu belirlendi (p<0,05).
Yaban tip maya hiicresi ile 4gcn5 maya hiicresinin zayif azot stresli ortamda hiicre icinde
biriken glikojen miktarlarinda da belirgin bir fark gozlendi. Yaban tip maya hiicrelerindeki

glikojen miktar1 mutant susa kiyasla yaklasik 6 kat daha yiiksektir (p<0,05). Fakat buna
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ragmen iki maya susunun kuvvetli azot ortamindaki hiicre i¢i biriken glikojen miktarlari

arasinda belirgin bir fark gézlenmedi.

Trehalozun yikimi nétral trehalaz enzimi ile gergeklestirilirken, glikojen ise glikojen
fosforilaz enzimi ile parcalanir. Yaban tip mayaya gore 4gcn5 mutant maya susunda trehaloz
ve glikojen miktarlarinin normal kosulda artmasi hiicrelerin stres kosullarindaki gibi trehaloz
ve glikojen biriktirdigini, bu birikimin baskilanamadigin1 veya hiicrelerde bu rezerv
karbonhidratlarin yikilamadigin1 gostermektedir. Stres kosullarinda trehalaz enziminin
aktive olmas1i cAMP-Protein Kinaz A (PKA)’nin fosforilasyonu ile gerceklesmektedir veya
duragan fazdaki mayaya glikoz eklenmesi durumunda hiicrede trehalaz aktive olur
(Eleutherio vd., 2014). Bu baglamda mutant hiicreler stres kosullarinda ya da duragan
asamada olmadig1 i¢cin NTH1 ekspresyonunun yiiksek olmasina ragmen trehalozun hiicre
icinde birikmesi trehalaz enzimlerinin aktive edilmediginin gostergesi olabilir. Glikojenin
de yaban tip hiicrede birikenden yliksek gézlenmesi GenS proteininin logaritmik asamada
rezerv karbonhidrat iiretimini ve birikimini baskiladigin1 gostermektedir. Bu durum Genb
protein eksikliginin hedef genlerin bazal transkripsiyondan daha fazla eksprese edilmesine
neden oldugu fikrine sebep olmaktadir. Bu sonu¢ 4gcn5 mutant hiicrelerinde erken safhada

hiicrede stres kosullarindaki gibi trehaloz ve glikojen birikmesi ile sonuglanabilir.

Maya hiicreleri i¢in prolin iceren ortam stres kosullarin1 olusturdugu i¢in bu zayif
azot kaynagi ile muamele strese yanit ile sonuglanir ve transkripsiyon faktorleri araciligiyla
hiicrede trehaloz iiretilmesi i¢in stres sinyali olusur. Bu faktorler Gendp veya Gln3p, Gatlp
gibi GATA transkripsiyon faktorleri ya da Msn2p, Msn4p gibi STRE dizilerine baglanan
transkripsiyon faktorleri olabilir. GenSp logaritmik agsamada TPS1 ve NTH1 igin baskilayict
bir gorev istlenir. Fakat mutant maya hiicresinde TPS1 ve NTH1 promotor aktivitesine gore
trehaloz birikimi tutarl degildir. Ozellikle zayif azotlu ortamda yiiksek NTH1 ve diisiik
TPS1’e gore yaban tip mayadan fazla trehaloz birikimi gozlenmesi bu uyumsuzlugu
gostermektedir. Ayrica kuvvetli azot kaynaginda da yiiksek TPS1 ve diisiik NTH1 ise bu
kosuldaki diisiik trehaloz miktari ile tutarli degildir. Bu baglamda GenSp’nin sadece TPS1
veya NTH1 {izerinde degil TPS kompleksini olusturan diger alt birimleri kodlayan TPS2,

TPS3 ve TSL1 genlerinin ekpsresyonlar1 iizerinde de gorev alabilecegi diisiiniilebilir.
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TPS1’in delesyonu TPS aktivitesini ve biriken trehalozu ortadan kaldirsa da diger genlerin
silinmesi de buna benzer bir sonug verebilmektedir. Ornegin TPS2’nin delesyonu TPP
(trehaloz-6-fosfat fosfataz) aktivitesini ortadan kaldirir veya diger genlerin silinmesi bu
aktivitenin azalmasina neden olur (Eleutherio vd., 2014). Bu baglamda Gcn5 proteininin
eksikligine baglh hiicre i¢i biriken trehaloz miktarinin analizinde sadece TPS1 ve NTH1
promotor aktivitesi kesin bir sonug saglamiyor olabilir. Calismanin genisletilmesi acisindan
TPS kompleksinin alt birimlerini kodlayan diger genleri de kapsayan bir arastirma

yapilabilir.

Yaban tip maya hiicresine gére mutant maya hiicresinde glikojenin yaklasik 6 kat
azalmas stres kosullarinda hiicrenin glikojen birikimi i¢in GenSp’ye ihtiya¢ duydugunu
gostermektedir. Logaritmik asamada bazal transkripsiyon i¢in baskilayici bir role sahip
oldugu diisiiniilen GenS proteininin kuvvetli azot ortaminda ise belirgin bir etkisinin
olmadig1 sdylenebilir. Tiim bu sonuglara gore glikojenin transkripsiyonu ve hiicre igi
birikimi i¢in Gen5 proteini gereklidir ve glikojen regiilasyonunda GenSp gorev alir. Bu
nedenle glikojen depo karbonhidratinin daha kapsamli regiilasyon ¢alismalarinda Agcns
mutant maya hiicresi glikojen metabolizma genlerinin analizinde kullanilabilir. Glikojen
biyosentezinde gorevli genlerin mutant suslari ile ¢alisilarak Gen5p’nin kapsamli analizi bu

calismanin ilerleyen agamalar1 i¢in olumlu sonuglar verebilir.
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Sekil 35. Yaban tip ve 4gcn5 maya suslarinin stres kosullarinda trehaloz birikimi.
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Sekil 36. Yaban tip ve 4gcn5 maya suslarinin stres kosullarinda glikojen birikimi.




BESINCI BOLUM

SONUC ve ONERILER

Transkripsiyonel ko-aktivator SAGA’nin alt birimi olan Gcen5 proteini histon
asetilasyonu yoluyla kromatin yapisini modifiye eder ve bu Ozelligine sahip olmasi
transkripsiyon ile iligkilendirilir. Bu sebeple ¢alismamizda GenS proteinine odaklanilarak
trehalozun biyosentezinde gorevli olan NTH1 ve TPS1’in gen ekspresyonuna olan etkisi
analiz edildi. Trehaloz birgok canlida bulunan ve olumsuz stres kosullarina karsi hiicreyi
korumakla gorevli depo karbonhidrattir (Eleutherio vd., 2014). Stres kosullarinda TPS1
tarafindan kodlanan enzim ile sentezlenen trehaloz ortam sartlari normale dondiigiinde ise
NTHZ1’in kodladig1 trehalaz enzimi ile yikilmaktadir. Gergeklestirdigimiz tez ¢alismasina
gore Gen5 proteininin NTH1 ve TPS1 promotor aktivitesinde pozitif ve negatif rolii oldugu
belirlendi. Gen5 proteininin normal kosullarda NTH1 ve TPS1 gen aktivitesinde bazal
transkripsiyon i¢in baskilayici bir gérev aldigi belirlendi. GenSp’nin stres kosullarinda ise
NTH21’in baskilanmasinda, TPS1’in ise stres yaniti olusturmasi ve aktivitesi i¢in gerekli
oldugu tespit edildi. Bu bilgilere gore SAGA kompleksinin/GenSp’nin ve histon
asetilasyonunun gen aktivasyonu ile iligkisine ek olarak represyonunda da gorev alabilecegi
ikili bir model Oneriyoruz. Ayrica hiicrede trehaloz ve glikojen birikiminde de Gcnb

proteininin 6nemli bir rol oynadig: belirlendi.

Calismamizin sonucuna gore Gen5 proteininin normal kosullarda ve stres ortaminda
Gendp ve Cyc8-Tupl kompleksi araciligiyla NTH1 gen aktivitesinin baskilanmasinda
gorevli oldugu, TPS1 gen aktivitesinin ise hem baskilanmasinda hem de aktivasyonunda
gorev aldig1r diisliniilmektedir. Bu calismanin devami niteliginde olacak bir sonraki
calismalar i¢in Agcen4, Acyc8, Atupl mutantlarinda NTH1 ve TPS1 promotor aktivitelerinin
analiz edilmesi Onerilebilir. SAGA kompleksinin daha kapsamli arastirilmasi acisindan

SAGA’nin fonksiyonel alt birimlerinin duble mutant suslari ile ¢alisilmasi uygun olabilir.

GenSp eksikliginde meydana gelen trehaloz ve glikojen birikimine gore GenSp’nin
sadece TPS1 ve NTH1’in transkripsiyonunda degil depo karbonhidrat birikiminde de gérevli

oldugu gosterildi. Son olarak c¢alismamizda GenS’in promotorlar iizerinde ve trehaloz,
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glikojen depo karbonhidratlar: iizerinde ortamdaki azot mevcudiyetine gore aktivasyonda
veya represyonda etkisi olabilecegi diigiiniilmektedir. Bu arastirmaya ek olarak Gcen5
mutantinin trehaloz ve glikojen metabolizmasinda gorevli diger genlerde de arastirilmasi
calismanin detayli analizi i¢in olumlu sonuglar getirebilir. GenS proteininin delesyonu ile
elde edilecek mayalar sahip oldugu yiiksek trehaloz igerigi sayesinde bir¢cok endiistriyel
alanda kullanim olanag1 kazanabilir. Trehaloz miktarinin yiiksek olmasinin sagladigi uzun
raf Omrii ve dayaniklilik gida, saglik ve biyoendiistriyel agidan avantajli maya hiicrelerinin

gelistirilmesine firsat verebilir.
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