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OZET

SACCHAROMYCES CEREVISIAE TOR1 MUTANTLARINDA HUCRE
DONGUSUNUN TRANSKRIPTOMIK ANALIZi

[lknur Nezahat CILDIR
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Tiilay TURGUT GENC
31/01/2023, 106

Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinde olumsuz ¢evre kosullarina karsi
genetik ve metabolik cevap olusturmada farkli algilama ve sinyal sistemleri gorev
almaktadir. Bu sinyal sistemlerinden birisi olan TOR (Rapamisin Hedefi) sinyal yolag:
TORC1 ve TORC2 olmak tizere iki farkli TOR kompleksi icermektedir. Ser/Thr-protein
kinaz olan Torl ve Tor2 proteini TORCI1 kompleksinin yapisinda bulunurken TORC2
komplekesinde yalnizca Tor2p bulunur. Rapamisin, besin a¢higi ve farkl stres kosullari,
TORC1 kompleksinin aktivitesini inhibe eder. TORC1 kompleksinin inhibisyonu hiicre
biiytimesini durdurarak hiicre dongiisiiniin erken G1 safhasinda kalmasina ve hiicrelerin GO
evresine ge¢mesine neden olur. Torl proteininin yoklugunda hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde ve regiilasyonunda gorev alan proteinleri kodlayan genlerin ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi TORCI1 kompleksinin hiicre dongiisii lizerindeki etkisini
belirlemek i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle Atorl ve yaban tip maya hiicreleri normal
iireme kosullarinda ¢ogaltild1 ve gen ekspresyon seviyeleri Yeni Nesil Dizileme Teknigi ile
belirlendi. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde ve diizenlenmesinde yer alan ve diferansiyel gen
ekspresyonu gosteren genler belirlenerek hiicre dongiisiiniin evrelerine gore gruplandirildi.
Hiicre dongiisiintin ilerlemesinde ve diizenlenmesinde goérevli 2133 genin anlamli
ekspresyon degisimi (FD>2) gosterdigi belirlendi. TOR1 geninin yoklugunda, 887 genin
ekspresyonunun baskilandigi 1246 genin ise aktive oldugu bulundu. G1 sathasinda goérevli
503 genin, S sathasinda gorevli 297 genin, G2 sathasinda gorevli 635 genin ve M sathasinda

gorevli 700 genin ekspresyonunun degisim gosterdigi, bu genlerden bazilarinin birden fazla



hiicre dongiisii sathasinda gorev aldigi belirlendi. HXT4, HXT6, HXT7, HXK1, RCK1,
HSP26, DDR2, TMA10 ve YNL194C genlerinin ekspresyonunun 50 kat {izerinde arttigi
gozlendi. Islevi bilinmeyen YMR206W, YIL136W, YDRO70C ve YGRO67C genlerinin
ekspresyonlarinin TOR sinyal sistemi ile kontrol edildigi belirlendi. KEGG yolak analizi ve
Gen Ontoloji analizi sonug¢larina goére TOR1 geninin yoklugunda hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde ve diizenlenmesinde gorevli ekspresyonu degisen genlerin agirlikli olarak
metabolik yolaklarda ve ribozom biyogenezi ile ilgili yolaklarda goérevli olduklar1 gozlendi.
Genel olarak metabolik yolaklarda gorevli genlerin ekspresyonunun arttigr ribozom

biyogenezinde gorevli genlerin ekspresyonunun ise baskilandig: belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Hiicre dongiisii, TOR1, Transkriptom, Saccharomyces

cerevisiae



ABSTRACT

TRANSCRIPTOMIC ANALYSIS OF THE CELL CYCLE IN SACCHAROMYCES
CEREVISIAE TOR1 MUTANTS

[lknur Nezahat CILDIR
(Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Biology Science
Advisor: Assist. Prof. Dr. Tilay TURGUT GENC
31/01/2023, 106

In Saccharomyces cerevisiae yeast cells, different sensing and signaling systems are
involved in genetic and metabolic responses to adverse environmental conditions. One of
these signaling systems, TOR (Target of Rapamycin), contains two TOR complexes, TORC1
and TORC2. Both Torl and Tor?2 proteins, Ser/Thr-protein kinases, are found in the structure
of the TORC1 complex, while the TORC2 complex contains only Tor2p. Rapamycin,
nutrient starvation and different stress conditions inhibit the activity of the TORC1 complex.
Inhibition of the TORC1 complex prevents cell growth, causing the cell cycle to arrest in the
early G1 phase and transition to the GO phase. Determining the expression levels of genes
encoding proteins involved in cell cycle progression and regulation in the absence of the
Torl protein is essential to determine the effect of the TORC1 complex on the cell cycle.
For this reason, Aforl and wild-type yeast cells were grown under normal growth conditions,
and their gene expression levels were determined by Next Generation Sequencing
Technique. The genes involved in the progression and regulation of the cell cycle and
showing differential gene expressions were determined and grouped according to the cell
cycle phases. It was determined that 2133 genes involved in the progression and regulation
of the cell cycle showed a significant differential expression (FD>2). In the absence of the
TOR1 gene, the expression of 887 genes was found to be down-regulated and 1246 genes
were up-regulated. The expression of 503 genes involved in the G1 phase, 297 genes
involved in the S phase, 635 genes involved in the G2 phase and 700 genes involved in the
M phase were changed significantly, and some of these genes were involved in more than
one cell cycle phase. It was observed that the expressions of HXT4, HXT6, HXT7, HXK1,

Vi



RCK1, HSP26, DDR2, TMA10 and YNL194C genes were up-regulated more than 50-fold. It
was determined that the expression of YMR206W, YIL136W, YDR0O70C and YGRO67C genes
of unknown function were controlled via the TOR signaling system. According to the KEGG
pathway and Gene Ontology analysis, in the absence of the TOR1 gene, most of the
differentially expressed genes were predominantly involved in the metabolic pathways and
ribosome biogenesis. In general, the expressions of genes involved in metabolic pathways
were up-regulated, while the expressions of genes involved in ribosome biogenesis were

down-regulated.

Keywords: Cell cycle, TOR1, Transcriptome, Saccharomyces cerevisiae
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Saccharomyces cerevisiae tek hiicreli dkaryotik mikroorganizma olup tiim genom
dizilemesi yapilan ilk okaryotik mikroorganizmadir. S. cerevisiae genomu 16 kromozom
icermekte olup ve yaklasik 6016 potansiyel protein kodlayan gen icermektedir (Feldmann
vd., 2012; Goffeau vd.,1996; Engel vd., 2014) S. cerevisiae maya hiicrelerinin igerdigi
genler, gen regiilasyonu, metabolik ve sinyal yolaklari bircok canli ile benzerlik
gosterdiginden Okaryotik canlilarda hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin anlagilmasinda

model organizma olarak kullanilmaktadir.

S. cerevisiae maya hiicrelerinin yaglanma mekanizmasi ile iliskili yolaklar ve ilgili
genler yliksek okaryotlar ile benzerlik gosterdiginden S. cerevisiae maya hiicreleri yaslanma
mekanizmalarinin -~ anlagilmasinda  ve  yaslanmayr  Onleyen-geciktiren ilaglarin
gelistirilmesinde de kullanilmaktadir. TOR (Target of rapamisin) sinyal yolaginin yaglanma
ile iligkili oldugu bilinmektedir. S. cerevisiae maya hiicrelerinde TORC1 ve TORC2 olmak
iizere iki farkli TOR kompleksi bulunmaktadir. TORC1 kompleksi Tco89p, Koglp ve Lst8p
alt tinitelerine ilave olarak Torl veya Tor2 proteinlerini icerirken TORC2 kompleksi Bit61p,
Lst8p, Avolp, Avo2p ve Avo3p alt linitelerine ilave olarak yalnizca Tor2 proteinini igerir
(Wullschleger vd., 2006). TORC1 kompleksi rapamisin ile inhibe edilirken TORC2
kompleksi rapamisine duyarsizdir. Protein kinaz aktivitesine sahip Torl ve Tor2 proteinleri
TOR1 ve TOR2 genleri tarafindan kodlanir. Torl ve Tor2 proteinleri hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde ve devamliginda gorevlidir (Helliwell vd., 1994; Inoki vd., 2005). S.
cerevisiae maya hiicrelerinde TOR yolagindaki genlerde olusan mutasyonlar ve maya
hiicrelerinin rapamisine maruz birakilmasi kronolojik hayat uzunlugunun (Chronological
life-span, CLS) uzamasina neden olmaktadir (Kaeberlein vd., 2005; Powers vd., 2006;
Medvedik vd., 2007). TOR sinyal sistemi kuvvetli azot kaynaginda (glutamin ve amonyum
gibi) aktif iken zayif azot kaynaginda (prolin veya iire gibi), rapamisin veya kafein varliginda
baskilanir. Azot aglik stresine maruz kalan maya hiicrelerinde ribozom biyogenezinin ve
translasyon siirecinin yavaslamasi G1 evresinin uzamasina ve biiyiimenin yavaglamasina
neden olur (Brauer vd., 2008; Klosinska vd., 2011). TOR sinyal yolaginin inhibisyonu SIR2

(Silent Information Regulator 2) geni tarafindan kodlanan Sir2 proteininin aktivitesinin



artmasina ve rDNA’nin stabil halde tutulmasina neden olur. Boylece Sir2p aktivasyonu ve
rDNA stabilizasyonu kronolojik hayat uzunlugunun TOR bagimli artmasini saglar
(Medvedik vd., 2007; Santos vd., 2016). Ayrica TOR sinyal sistemi cAMP/PKA sinyal
sistemi ile birlikte ¢aligir ve genel stres transkripsiyon faktdrleri olan Msn2/4 proteinlerinin
hiicresel lokalizasyonunu kontrol ederek kronolojik hayat uzunlugunu etkiler (Fabrizio vd.,
2004; Medvedik vd., 2007). Msn2/4 proteinleri farkli stres kosullarinda niikleusa gegerek
stres-cevap mekanizmasinda gorevli genlerin promotor bolgesinde bulunan 6zel STRE

dizilerine baglanarak ilgili genlerin transkripsiyonunu aktive eder

S. cerevisiae maya hiicreleri eseysiz olarak tomurcuklanarak ¢ogalabildigi gibi eseyli
olarak ta cogalabilmektedir. Haploid formu mitoz boliinmeyle ¢ogalirken ¢evre kosullari
uygun olmadiginda diploid yasam dongiisiine girerek mayoz boliinme gegirerek spor
olusturur. Bu nedenle S. cerevisiae maya tiirtinde haploid ve diploid olmak tizere iki farkli
yasam dongiisii bulunmaktadir. Genel olarak hiicre dongiisii, hiicrenin biiylimesi ve iki yeni
yavru hiicreye boliinmesi (her biri siireci tekrarlamak igin gerekli bilgi ve mekanizmaya
sahip) olaylarin birbirini izlemesi olarak tanimlanir. Diger eukaryotik hiicreler gibi S.
cerevisiae hiicresinde de hiicre dongiisii dort safthadan (G1, S, G2 ve M) olugmaktadir.
Tomurcuklanan (mitoz gegiren) maya hiicrelerinde hiicre dongiisii normal {ireme
kosullarinda yaklasik 90 dakika siirer. Yeni olusan tomurcuk ana hiicre yiizeyinde herhangi
bir noktada olusabilir ancak ayn1 bélgeden bir daha tomurcuklanma gergeklesmez. Hiicreler,
cevre kosullari uygun ise belirli bir bilylime asamasina ulagtiginda tekrar 6liinmeye giderken,
cevre kosullar1 uygun olmadiginda sessizlik evresine (GO) girerek hiicre dongiisiinde
dururabilir. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ¢ok sayida Cdk-siklin komplekslerinin diizenli bir
sekilde ve kontrollii aktivitesi ile gerceklestirilir. Bu komplekskerin katalitik birimi siklin-
bagimli kinaz (Cyclin-dependent kinase, Cdk) olup farkl: siklin proteinlerinin baglanmasi
digerleinin inhibisyonu ile hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglar. S. cerevisiae maya
hiicrelerinde bir tane Cdc28 olarak adlandirilan siklin-bagimli kinaz ve bu Cdc28 kinaza
baglanan dokuz farkli siklin proteini (Cln1-3, Clb1-6) bulunur. Cdc28 kendisine baglanan
siklin ortagina gore hiicre dongiisiiniin ilerlemesini veya durmasini saglar (Chen vd., 2000;

Bloom ve Cross, 2007; Morgan, 2007)



Besin kitlig1 (karbona ilave olarak fosfat ve azotun azligi) hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini kontrol ederek, hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durmasina ve GO durgun evreye
girmesine neden olur (Pedruzzi vd., 2003; Wanke vd., 2005). Benzer sekilde TORC1
kompleksinin inhibisyonu da hiicre dongiisiiniin G1’de durmasina ve GO evresine girmesine
neden olmaktadir (Barbet vd., 1996). Bu nedenle TORC1 kompleksinin yapisinda bulunan
ve kinaz aktivitesine sahip Torlp yoklugunda hiicre dongiisliniin ilerlemesinde ve
regiilasyonunda gorev alan genlerin ekspresyon seviyeleri belirlenmesi Onemlidir.
Transkriptom, belirli bir gelisim evresinde, belirli bir fizyolojik kosul sirasinda ve/veya
sonrasinda hiicre tarafindan verilen genetik cevap ile olusturulan transkriptlerin tamamudir.
Hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde ve kontroliinde gorev alan genlerin ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi icin TOR1 gen mutasyonu tasiyan ve gen mutasyonu tagimayan

yaban tip maya hiicrelerinin normal iireme kosullarinda transkriptom analizi gergeklestirildi.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae tek hiicreli 6karyotik canli olup, laboratuvar kosullarinda
hizli ve kolaylikla gelisebilmesi nedeniyle Okaryotik hiicre fonksiyonunu ve genetik
diizenlenmesini anlamak i¢in model organizma olarak kullanilmaktadir. S. cerevisiae’nin
insanlar dahil olmak iizere bir¢cok canliyla benzer sekans ve fonksiyona sahip protein
icermesi kanser aragtirmalarinin ¢ogunda hiicre dongiisiiniin kontroliinde, karmasik
organizmalarda onemli yolaklarin genetik olarak arastirilmasina da olanak saglamaktadir.
Mayada homologu bulunan kolon kanserine neden olan insan genleri (mayadaki homologu
MSH2 ve MLH1), nérofibromatozis tip 1 (mayada IRA2), ataksi telenjiektazi (mayada TEL1)
ve Werner sendromu (mayada SGS1) bunlardan sadece birkagidir (Botstein vd., 1997).

S. cerevisiae genomu 12 kbg biiytikligiinde olup, 16 kromozom icermektedir. S.
cerevisiae hiicrelerinde niikleer genomda 6418 gen ve mitokondiriyel genomda 46 gen
olmak iizere toplam 6464 gen bulunmaktadir. Bu genlerden 18 tanesi pseudogendir. Kalan
genlerden 6016 tanesi fonksiyonel proteinleri ve 430 tanesi ise farklit RNA molekiillerini (14
rRNA, 299 tRNA ve 117 diger RNA molekiilleri) kodlamaktadir (Engel vd., 2014; Engel
vd., 2022). (Tablo 1). Maya genlerinin biiyiik gogunlugu agik kromatin durumundadir, yani
ya aktif olarak kopyalanirlar ya da hizla indiiklenebilirler (Grunstein ve Gasser, 2013).

S. cerevisiae tek hiicreli bir organizma olmasina ragmen, yasam dongiisiinde ayirt
edici ve 6nemli rol oynayan 3 hiicre tipinde (a, a ve a/ o) de bulunmaktadir. Yasam dongiisii
haploit ve diploit olmak tizere iki fakli evreden olusur ve her evrede mitoz boliinme ile
cogalmaktadir. Ortam sartlarinin verimsiz oldugu durumlarda diploit evreden mayoz
boliinme ile spor olusturmaktadirlar. Haploit kromozom iceren maya hiicreleri a veya o
formunda bulunmakta olup bunlardan ‘a’ ve ‘a’ feromonlar1 feromonlari salgilanmaktadir.
Feromon salgilayan haploit hiicreler birleserek diploit hiicreyi olusturken, besin aclhig1 gibi
stres olusturan durumlarda mayoz boliinme ile spor olusturmaktadirlar (Sekil 1) (Grunstein

ve Gasser, 2013).



Tablo 1

S. cerevisiae genom bilgisi

ﬂfﬁgfgs U?kjﬂng;‘ K Protein rRNA tRNA gil\gl;\r Gen Pseudogen
I 0,23 94 4 2 101 1
I 0,81 416 13 6 435 -
Il 0,32 168 10 4 184 2
vV 1,53 766 28 4 799 1
Vv 0,58 288 20 9 318 1
Vi 0,27 128 10 4 143 1
VII 1,09 540 36 10 586 -
VI 0,56 292 11 5 308 -
IX 0,44 213 10 3 232 6
X 0,75 365 24 6 395 -
Xl 0,67 318 - 16 5 339 -
Xl 1,08 520 12 21 18 573 2
X1 0,92 471 - 21 16 508 -
XV 0,78 398 - 14 6 418 -
XV 1,09 546 - 20 11 579 2
XVI 0,95 474 - 17 7 500 2
Mitokondri 0,09 19 2 24 1 46 -
Toplam 12,16 6016 14 299 117 6464 18

NCBI Genome Database, 2022.
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Sekil 1. S. cerevisiae yasam dongiisii

Cherry vd., 2012’den modifiye edilmistir.

2.2. TOR Sinyal Sistemi
2.2.1. TORC1 ve TORC2 Protein Kompleksleri

S. cerevisiae maya hiicrelerinde yiiksek oranda yapisal ve islevsel olarak iligkili iki
TOR protein kompleksi bulunur (De Virgilio ve Loewith, 2006a,2006b). TORC1 kompleksi
Lst8, Kogl, Tco89 ve Torl veya Tor2 proteinlerinden olusurken TORC2 kompleksi, Lst8,
Avol, Avo2, Avo3, Bit2, Bit61 ve Tor2 proteinlerinden olusur (Loewith vd., 2002; Chen ve
Kaiser, 2003; Wedaman vd., 2003; Reinke vd., 2004). TORC2 kompleksinde Torl proteini
bulunmazken Lst8 proteini her iki komplekste de bulunan bir alt iinitedir (Sekil 2).
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Sekil 2. TORC1 ve TORC2 kompleksi

Wullschleger vd., 2006

TORC1 kompleksi TOR-TOR dimerinden TORC2 kompleksi ise TOR2-TOR2
dimerinden olusan multimerik protein kompleksleridir (Wullschleger vd., 2005). TORC1
kompleksi transkripsiyon, translasyon, ribozom sentezi, besin tasinmasi ve otofaji gibi hiicre
proseslerinde gorev alirken TORC2 kompleksi, aktin organizasyonu, endositoz ve lipid
biyosentezi gibi proseslerde gorev almaktadir. (Aronova vd., 2008; De Virgilio ve Loewith,
2006a). TOR komplekslerinin bilesenleri ve hiicre biiylimesindeki anahtar rolleri, mayadan
insana kadar korunmustur. Ozellikle TORC1 kompleksinin hiicre biiyiimesini ve yaslanmay1
kontrol eden gorevi tiim okaryotik canlilarda benzerdir. (Loewith ve Hall, 2011).

2.2.2. Tor 1 ve Tor2 Proteinlerinin Yapis1 ve Fonksiyonu

S. cerevisiae maya hiicrelerinde Torl proteini TORC1 kompleksinin temel kinaz alt

birimi iken Tor2 proteini kiiciik bir oranda bulunur. TORC2 kompleksi ise sadece Tor2



proteinini icermektedir (Loewith vd., 2002). TOR proteinleri 2500 aminoasit igeren 289 kDa
biiyiikliigiinde korunmus bir Ser/Thr kinaz olup fosfoinositid kinaz bagimli kinaz
(Phosphoinositid kinase related kinase, PIKK) ailesinin iiyesidir (Tibbetts ve Abraham,
2000; De Virgilio ve Loewith, 2006a). S. cerevisiae, bir yerine iki TOR genine (TOR1 ve
TOR2) sahip olmasiyla diger o6karyotlardan farklidir (Helliwell vd., 1994). Farkli memeli
tirlerinde tanimlanan TOR proteini FRAP (FKBP12 and rapamycin associated protein),
RAFT (Rapamycin and FKBP12 Target), RAPT (Rapamycin Target) veya SEP (Sirolimus
Effector Protein) olarak adlandirilmakla beraber genel olarak mTOR (mammalianTOR),
olarak bilinir (Brown vd., 1994; Chen vd., 1994; Chiu vd., 1994; Sabatini vd., 1995; Sabers
vd., 1995). Tiim Tor proteinleri ayni temel 6zelliklere sahiptir. Maya hiicrelerinde TOR1 ve
TOR2 genlerinin klonlanmas1 sonrasinda bu genler tarafindan kodlanan proteinlerinin %67
oraninda homolog oldugu belirlenmistir (Cafferkey vd., 1993; Kunz vd., 1993; Helliwell vd.,
1994).

Tor proteininin amino ucu (N-terminal) ardarda sirali 20°den fazla HEAT baglanma
bolgesinden olusur. HEAT bolgesine baglanan proteinler Huntington uzama faktori 3
(Huntington Elongation factor3), Protein fosfataz 2A (Protein phosphataze 2A, PP2A)
proteini ve Tor proteini (Torl veya Tor2) oldugu igin bu bolgeler HEAT bdlgeleri olarak
bilinir. HEAT tekrarlar1 40-50 aminoasitten olusur ve TOR komplekslerinin diger alt
birimleri igin baglanma bolgesidir (Wullschleger vd., 2005) (Sekil 3).

TORC1 TORC2

J
| —

Tor1/2 MEAT HMEAT FAT FRB Kinase FATC Tor2 HEAT HEAT FAT FRB Knase FATC

Sekil 3. TOR komplekslerinin alt birimlerinin Torl ve Tor2 proteinlerine baglanmasi

Inoue ve Nomura, 2018.



Standart HEAT tekrarlar1 blogunu farkli bir HEAT yapisi igeren FAT bolgesi (FRAP,
ATM, TTRAP) takip eder. FAT bolgesine FRAP, ATM ve TTRAP proteinleri baglanir
(Sekil 4) (Schmelzle ve Hall, 2000). FAT proteinlerinin asir1 ekspresyonu maya icin
toksiktir. Tor proteininin karboksil ucunda FATC (FAT C-terminal) bolgesi bulunur. FAT
ve FATC bolgeleri arasinda FRB (FKBP-12 Rapamycin Binding) bolgesi ve devaminda
kinaz bolgesi bulunur. Bu iskelet yapisi tiim PIKK proteinlerinde bulunur. FAT bolgesi
protein baglanma bolgesi olarak dnemlidir (Bosotti vd., 2000). FATC bolgesi, TOR’un islevi
icin gereklidir. TOR'un ii¢ boyutlu yapisinin modellemesinde proteinin ¢ogunun (kinaz
bolgesi hari¢) sarmal tekrarlardan olustugu gosterilmistir. (Perry ve Kleckner, 2003).
FKBP12 proteini rapamisin ile kompleks olusturarak (FKBP12-Rap) Tor proteininde yer
alan FRB bolgesine baglanir ve kompleksin inhibisyonunu gergeklestirir (Sekil 4). Ancak
Tor2 proteinindeki FRB bolgesi TORCII kompleksinin farkli bir alt iinitesi tarafindan
kapatilmasindan dolay1 FKBP12-R kompleksi bu bolgeye baglanamaz. Bu nedenle TORC1
kompleksi rapamisin tarafindan inhibe edilirken TORCII kompleksi rapamisine duyarsizdir.
FKBP12 ile kompleks halindeki rapamisin, mTOR’u engellemek i¢in dogrudan FRB
bolgesine baglanir (Sekil 4) (Fingar ve Blenis, 2004).
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Sekil 4. Tor1 ve Tor2 protein yapisi

Fingar ve Blenis, 2004.



Rapamisin 1970’lerin basinda Paskalya adasinda (Rapa Nui olarak bilinen) toplanan
toprak orneginden izole edilen Streptomyces hygroscopicus bakteri tiiriiniin misellerinden
saflastirilan bir antibiyotiktir. Rapamisin, Sirolimus olarakta bilinmekte olup (etimoloji:
RAPA [Rapa Nui] -misin) erime aralig1 183 °C ile 185 °C arasinda olup beyaz kristalli kati
bir maddedir (Sekil 5). Antifungal ajan olarak kullanilan rapamisin belirli hiicre tiplerinin
hiicresel biiylimesini ve ¢ogalmasini engellediginden dolay1 gii¢lii bir bagisiklik bastirict
antifungal ve antitiimor/antiproliferatif ilag olarak kabul edilmektedir (Sehgal vd., 1975;
Sehgal, 2003). Ayrica rapamisin bir¢ok kanser hiicre hattinin ¢gogalmasini yavaslattigi i¢in

anti-kanser ilaci olarakta kullanilmaktadir (Jacinto ve Hall, 2003).

Sekil 5. Rapamisinin (sirolimus) kimyasal yapisi

“Rapamisin (Sirolimus) Kimyasal Yapisi1”, 2022

TOR1 geninin yoklugu maya hiicreleri tarafindan tolere edilebilir seviyede olmasina
ragmen mutant hiicrelerin biiylimesi yavaglar ve ¢evresel streslere (sicaklik ve ozmotik stres
gibi) kars1 asir1 duyarli olurlar (Cafferkey vd., 1993; Crespo vd., 2001). TOR2 geninin
yoklugu ise hiicre dongiisiiniin durmasina neden olmaktadir (Kunz vd., 1993). TOR1 ve
TOR2 genlerinin ayn1 anda yoklugu hiicre dongiisiiniin G1 fazinda kalmasina neden

oldugundan 6limciildiir (Helliwell vd., 1998; Kunz vd., 1993).
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TOR proteinleri biiyiime faktorlerine ve beslenme durumuna cevap olusturulmasinda
gorev alan c¢ok sayida sinyal yolunu entegre eden Onemli bir kontrol birimidir. TOR
proteinleri 6zellikle transfer RNA’larin, ribozomal RNA'larin ve ribozomal proteinlerin
ekspresyonunu kontrol eder (Li vd., 2006). Besin aglhigina yanit olarak rRNA'lar1 ve
ribozomal proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonunu hizla bastirilmaktadir (Kos-
Braun vd.,2017). Rapamisin ile TOR kompleksinin baskilanmasi halinde rRNA sentezinde
gorev alan RNA polimeraz [ (RNAP I) ve tRNA sentezinde gorev alan RNA polimeraz III
(RNAP III) genlerinin transkripsiyonunu baskilanir ve ribozom biyogenezi inhibe olur
(Powers ve Walter 1999). Rapamisin ile muamele edilen hiicrelerde G1 sathasinda durma,
protein sentezinin inhibisyonu, otofaji ve glikojen birikiminde artis gibi 6énemli fizyolojik
degisikliklerin oldugu belirlenmistir (Rohde vd., 2008).

2.3. Hiicre Dongiisii ve Regiilasyonu

2.3.1. Hiicre Dongiisii

Hiicre i¢i dinamiklerinin korunmasi ve biiyiimenin hayatta kalma ile dengelenmesi
icin tiim hiicreler siirekli degisen ortamlara uyum saglamak zorundadir. Farkli sinyal yollari,
mevcut besinlerin miktarlarini veya zararh kosullarin varligini izleyerek kaynaklarin en 1yi
sekilde kullanilmasini saglamak i¢in belirli transkripsiyon programlarini acar veya kapatir.
Temel besinler kullanilamaz hale geldiginde ise hiicre dongiisii belirli bir asamada
durdurulur, metabolizma degistirilir ve aylarca hatta yillarca hayatta kalabilecekleri durgun

yasam evresine girmeye hazirlanilir (De Virgilio, 2012).

Hiicre dongiisii veya hiicre boliinme dongiisii, bir hiicrede meydana gelen ve iki yeni
yavru hiicreye boliinmesine neden olan olaylar dizisidir. Okaryotlarda mitotik hiicre
boliinmesi, neredeyse tiim yiiksek organizmalar igin ortak olan, tekrarlanabilir bir zamansal
olaylar dizisi araciligiyla gergeklestirilir. Bir hiicre boliinmesi ile sonraki hiicre boliinmesi
arasinda gecen stiirecte hiicrenin tiim temel bilesenlerinin ve 6zellikle genetik materyalinin
dogru bir sekilde kopyalanmasi ve iki yavru hiicreye aktarilmasi gerekmektedir. DNA
replikasyonu ve kardes kromatit ayrim siireci dkaryotik hiicre dongiisiiniin zamansal olarak
farkli fazlarinda meydana gelir. Bunlar S fazi (DNA synhesis phase) ve M faz1 (mitosis
phase) olarak bilinir. S faz1 ve M fazi birbirlerinden G1 (Gap 1) ve G2 (Gap 2) olarak bilinen
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ara fazlar ile ayrilir (Sekil 6). Gl faz1 Onceki hiicre boliinmesini DNA sentezinin
baslangicindan ayirir. DNA replikasyonu, tipik olarak hiicre dongiisiiniin yaklasik iigte birini
kaplayan DNA sentez periyodunda (S fazi) gerceklestirilir. G2 fazi ise DNA sentezinin
tamamlanmasint mitozun baslangici olan M fazindan ayirir. Kisa mitotik fazda ise kardes
kromatitler yeni hiicrelerin ¢ekirdeklerine ayrilmasiyla sonuglanir. Sitoplazmanin ayrilmasi
ise ayri1 hiicre zar1 igeren yavru hiicrelere sitokinez mekanizmasi ile gergeklesir. S. cerevisiae
hiicrelerinde oldugu gibi bazi organizmalarda dongii, hiicre duvarmin ayrilmasiyla

tamamlanir. (Delobel ve Tesnicre, 2014).
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Sekil 6. S. cerevisiae hiicre dongiisii

Palomba vd., 20217 'den modifiye edilmistir.

Tiim canli hiicreler yasam dongiileri boyunca iki farkli durumdan birinde bulunur.
Bu durumlarda birincisi hiicrelerin bilylime ve mitotik hiicre boliinme dongiisii yoluyla hiicre
boyutunu ve sayisini arttirdig proliferatif durum (G1-S-G2-M fazlarini igeren), digeri ise
hiicrelerin biiyiimesinin ve boliinmesinin durdugu nonproliferatif (G0) durumudur. Non

proliferatif durumdaki hiicreler ya geri doniisiimlii (reversible) ya da geri doniisiimsiiz
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(irreversible) olmak tizere iki durumda bulunabilirler (Sekil 7) (Valcourt vd., 2012). Geri
donlisimlii durumda bulunan nonproliferatif hiicreler ortam kosullar1 uygun oldugunda
tekrar G1 fazina donerek hiicre dongiisiinii tamamlar (Cheung ve Rando, 2013; Laporte vd.,
2018). Bu nedenle bu hiicrelerin bulundugu GO durumu ‘Duragan Evre’ (quiescent stage)
olarak adlandirilir. S. cerevisiae maya hiicrelerinde GO evresi duragan evre olup bu evrede
uzun siire kalan maya hiicreleri ortam kosullar1 diizelmediginde diploid (a/ o) forma gegerek
mayoz boliinme sonrasi spor olusturur (Sekil 8). Geri doniisiimsiiz bulunan nonproliferatif
hiicreler ise yaslanmis (Senescent) ve farklilagmis (Differentiated) olmak iizere iki fakli GO
evresinde bulunabilirler. Yaslanmis ve farklilagmis GO evresinde bulunan hiicreler duragan
GO evresinden farkli olup bu evrelerde bulunan hiicreler tekrar mitotik hiicre dongiisiine geri
doniis yapamazlar. Yaslanmis evrede bulunan hiicreler hiicrenin soyunu devam
ettiremeyecek boyutta DNA hasarina veya bozulmasina ugradigindan geri doniisiim
yapamazlar. Farklilasmis GO evresinde bulunan hiicreler ise kok hiicreler (Stem cells) olup
farklilagma programindan gegerek son olgunlasmis evreye ulagsmis hiicrelerdir (6rnegin sinir
hiicreleri). Yaslanmis ve farklilasmis GO evresinde bulunan hiicreler artik cogalamazken,

birgok normal hiicresel islevi yerine getirebilirler (Sun ve Gresham, 2021).

Yaslanma
G2 M Geri déniisiimsiiz GO

Hiicre dongiisii
G1  sessizlik

S Geri
donitistimsiiz
GO

Sekil 7. Mitotik hiicre dongiisii ve GO ¢esitleri

Sun ve Gresham, 2021’den modifiye edilmistir.
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Sekil 8. Duragan ve proliferatif maya hiicreleri.

Sun ve Gresham, 2021 'den modifiye edilmistir.

2.3.2. Hiicre Dongiisiiniin Regiilasyonu

S. cerevisiae maya hiicrelerinde hiicre dongiisii igerisinde ii¢ ana kontrol noktasi
bulunmaktadir (Sekil 9). Ik kontrol noktas1 G1 fazinin sonuna dogru olan baslama kontrol
noktas1 (Start checkpoint) veya kisitlama kontrol noktasi (Restriction checkpoint) olarak
adlandirilan G1/S kontrol noktasidir (G1/S checkpoint). Bu kontrol noktasinda DNA’da
hasar olup olmadig1 ve yeni olusacak hiicrelerin kullanabilecegi besinin yeterli olup olmadig:
kontrol edilir. ikinci kontrol noktas1 G2 fazinin sonunda yer alan G2/M kontrol noktasi
(G2/M checkpoint) olup DNA molekiiliiniin dogru kopyalanip kopyalanmadigi kontrol
edilir. Ugiincii kontrol noktasi ise M fazinin sonunda yer alan ig iplik¢igi birlesimi kontrol
noktasi (Spindle assembly checkpoint) olup ig iplikciklerinin dogru bir sekilde birlesmesi ve
kardes kromatidlere dogru sekilde baglanip baglanmadigi kontrol edilir (Smirnikhina, vd.
2022). Bu kontrol noktalarin olusumu protein kinaz ailesine ait olan Cdk/siklin (Cyclin

dependent kinase/Cyclin) kompleksleri tarafindan gerceklestirilir.
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Sekil 9. Hiicre dongiisiiniin kontrol noktalari

Smirnikhina, vd. 2022°den modifiye edilmistir.

Cdk/siklin  kompleksinin Kkatalitik alt birimini siklin-bagimli kinaz (Cdk) ve
diizenleyici alt birimini farkli siklinler olusturmaktadir. Siklin-bagimli kinaz kendisine
baglanan siklinler ile aktive edilir. S. cerevisiae maya hiicrelerinde Cdc28 (Cell Division
Cycle 28) olarak adlandirilan tek bir siklin-bagimli kinaz bulunurken yiiksek dkaryotlarda S.
cerevisiae maya hiicrelerinde Cdc28 ile kompleks olusturan ii¢ tane G1 siklin (CInlp, CIn2p
ve Cln3p) ve alt1 tane B-tipi siklin (Clblp, Clb2p, Clb3p, Clb4p, Clb5p ve Clb6p) olmak
tizere dokuz siklin proteini bulunmaktadir (Tyers vd., 1993; Wittenberg.vd., 1990;
Mendenhall ve Hodge 1998). Siklinler, hiicre dongiisii sirasinda periyodik olarak sentezlenir
ve parcalanir (King.vd., 1996). Cdc28 katalitik alt iiniteye baglanan sikline bagli olarak,
Cdc28/siklin dimerleri belirli ve farkli gorevleri yerine getirir. Hiicre dongiisii boyunca
uygun ilerleme, bu Cdc28/siklin dimerlerinin art arda aktivasyonunu ve inaktivasyonu ile
gergeklesir. Cdc28 proteininin aktivitesini kontrol eden ve hiicre dongiistinde gerceklesmesi
gereken olaylarin uygun sekilde ilerlemesinde gorev alan diizenleyici proteinlerin listesi

Tablo 2’de verildi (“Modeling the Budding Yeast Cell Cycle,”, 2022).

Siklinlere ilave olarak hiicre dongiisiiniin regiilasyonunda siklin-bagimli kinazin

aktivitesini kontrol eden inhibitdr proteinler ve birlestirici faktorlerde (assembly factors)
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bulunmaktadir. S. cerevisiae maya hiicrelerinde FARL (Factor Arrest 1) ve SIC1 (Subunit
Inhibitor of Cyclin-dependent protein kinase 1) genleri tarafindan kodlanan Cdc28 inhibitorii
olan iki tane siklin-bagimli kinaz inhibitorii (CKI; Cyclin-dependent Kinase Inhibitor)
bulunur. Feromon kaynakli hiicre dongiisiiniin durdurulmasi i¢in gerekli olan Farlp, Clnlp-
Cdc28p, CIn2p-Cdc28p ve CIn3p-Cdc28p komplekslerinin kinaz aktivitelerini inhibe
etmesine ragmen, Clb5p- Cdc28p veya Clb2p- Cdc28p komplekslerinin aktivitelerini inhibe
etmemektedir (Chang ve Herskowitz 1990; Peter ve Herskowitz 1994). Farlp inhibitSriiniin
aksine, Siclp inhibitori B tipi siklin-Cdc28p kompleksleri igin spesifik inhibitordiir
(Schwob vd., 1994). Sicl proteini G1/S faz1 gegisini kontrol ettigi gibi S fazinin eken
sonlanmasini engelemektedir. Clb5/6-Cdk1 ve CIn1/2-Cdk1 kinazlar Sicl proteini fosforile
ederek Sicl proteininin ubikitin aracili protein parcalanmasi yolagi (ubiquitin-mediated
proteolysis pathway) tlizerinden degradasyonunu kontrol etmektedir (Sheaff ve
Roberts,1996). Siklin-bagimli kinazlar aktivatér proteinlerin (siklinler) ve inhibitor
proteinlerin (Farlp ve Siclp) baglanmas1 ile kontrol edildigi gibi fosforilasyon
mekanizmasiyla da aktivitesi kontrol edilmektedir. Cdc28 kinazin iizerinde inhibisyon ve
aktivasyon icin gerekli fosforilasyon bolgeleri bulunmaktadir. Cdc28 proteininin
inhibisyonu 19. Tirozin amino asitinin SWE1 (Saccharomyces Weel) geni tarafindan
kodlanan protein kinaz tarafindan fosforilasyonu ile gerceklesirken defosforilasyonu MIH1
(Mitotic Inducer Homolog) geni tarafindan kodlanan tirozin fosfataz tarafindan
gerceklestirilir (Solomon ve Kaldis, 1998). Cdc28 proteininin aktivasyonu ise 169. Threonin
amino asitinin Cdk-aktive eden kinaz 1 (CDK-activating kinase 1, Caklp) tarafindan

fosforilasyonu ile gerceklesir (Kaldis 1999).
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Tablo 2.

Cdc28 proteininin aktivitesini kontrol eden diizenleyici proteinler

Protein Ad1 Gorevi
Cdc28 Siklin bagimli kinazdir
CIn3 Baslangig olaylarini baslatan G1-siklindir
Bck2 Baslangi¢ olaylarini baglatan proteindir
CIn1, CIn2 Tomurcuklanmada goérev alan siklinlerdir
Clb5, Clb6 Gec G1'de bulunan B tipi siklinler, DNA sentezinde yer alirlar
Clb1, Clb2 Mitoz i¢in gerekli olan B tipi siklin, S/G2/M fazinda bulunurlar
Sicl Cdc28/Clb2 ve Cdc28/CIbS dimerlerinin inhibitoriidiir.
Cdc6 Cdc28/Clb2 dimerinin inhibitoriidiir
APC Anafaz Tesvik Kompleksi, Clb2, Clb5 ve Pds1 proteolizinde sorumludur
IE APC ¢ekirdeginin fosforile edilmis formu olarak tanimlanmistir
APC aktivatorii; Clb2, ClbS ve Pdsl proteolizinde yer alan ve mitozdan ¢ikis
Cde20 i¢in gerekli olan proteindir
Cdh1l APC aktivatorii; Clb2 ve Pds1 proteolizinde yer alan proteindir
Pdsl Kardes kromatid ayrilmasini 6nleyen Espl inhibitortidiir
Espl Kardes kromatid ayrimi i¢in gerekli olan separin proteinidir
Kromozomlar diizgiin bir sekilde hizalanana kadar Cdc20'y1 hareketsiz tutan
Mad2 kontrol noktasi proteinidir
Bub? Ig ipligi oryantasyonu tarafindan yonetilen kontrol noktasi proteinidir
Ltel Tomurcukta bulunan GTP degisim faktorii ve Tem1 aktivatoriidiir
Teml GTP baglayici protein ve MEN yolunun bilesenidir
Cdc15 Geg niikleer boliinme i¢in gerekli olan kinazdir ve MEN yolunun bilesenidir
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Tablo 2.

Cdc28 proteininin aktivitesini kontrol eden diizenleyici proteinler (devami)

Protein Ad1 Gorevi
Netl Niikleolar protein ve Cdc14 inhibitoriidiir
Cdc14 Mitozdan ¢ikmak icin gerekli olan fosfatazdir
Swis Sicl ve Cdc6 igin transkripsiyon faktoriidiir
SBF CIn2 igin transkripsiyon faktoriidiir
Mcm1 CIb2, Cdc20 ve Swi5 igin transkripsiyon faktoriidiir
MBF CIb5 igin transkripsiyon faktoriidiir

“Modeling the Budding Yeast Cell Cycle”, 2022

2.4. Tor Sinyal Sisteminin Hiicre Dongiisiine EtKisi

S. cerevisiae maya hiicreleri besin stresine (karbon, azot ve fosfor gibi) ve ¢evresel
streslere (1s1 stresi, ozmotik stres ve oksidatif stres gibi) karsi fakli sinyal yolaklari
aracilifiyla hiicresel cevap olusturmaktadir. TOR sinyal yolagi ve cAMP-bagimli Protein
Kinaz A sinyal yolag1 6zellikle besin kisitlamasina kars1 olusturulan cevapta kullanilan ve
birbirleri ile uyumlu ¢alisan en 6nemli iki sinyal yolagidir. S. cerevisiae maya hiicreleri azot
kaynagiin miktarina ve kalitesine bagli olarak TOR sinyal yolagini ve cAMP-bagimh
Protein Kinaz A sinyal yolagi araciligiyla sorumlu genleri aktif veya inaktif hale
getirmektedir. Bu nedenle kuvvetli azot kaynaginda (glutamin ve amonyum gibi) ve zayif
azot kaynaginda (prolin ve iire gibi) liretilen maya hiicrelerinin gen ekspresyon seviyelerinde
farkliliklar olugsmaktadir (Scherens vd., 2006). Rapamisin gibi, zayif azot kaynagida besin
aclik sinyali olusturarak TOR sinyal yolagin1 baskilarken kuvvetli azot kaynaginda TOR

sinyal yolag1 aktive olur.

TOR sinyal yolagi mayada ribozom biyogenezini diizenler, genel protein biyosentezi

yoluyla hiicre biiylimesini kontrol eder. TOR kinazlar translasyonun baslamasi ve hiicre
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dongiisiiniin 6zellikle erken G1 fazinda ilerlemesini kontrol etmektedir (Heitman, Movva,
ve Hall, 1991; Kunz vd., 1993; Barbet vd., 1996). TOR sinyal yolaginin besin stresi veya
rapamisin ile baskilanmasi durumunda translasyon baslatma faktorii olan elF4G (Eukaryotic
Initiation Factor 4G) proteinini kararsiz hale getirerek mayada translasyonu inhibe eder
(Berset vd., 1998). Boylece protein sentezini ve hiicre dongiisiinii 6zellikle G1 fazinda
kontrol ederek biiyiimenin yavaslamasina veya durmasia (GO evresine girmesine) neden

olur (Barbet vd., 1996; Bjornsti ve Houghton, 2004).

Hiicre dongiisii ilerlemesi, kinazlar ve fosfatazlarin koordineli bir sekilde ¢aligmasi
ile gerceklesir. CDK substratlarinin fosforilasyonlarini tersine ¢eviren fosfatazlar mitoza
girig, ilerleme ve mitozdan ¢ikis i¢in oldukca 6nemli role sahiptir. CDK substratlarinin net
fosforilasyonu, CDK aktivitesi ile kars1 etki yapan fosfatazlar arasindaki dengeye baglhdir.
Mitozda CDK substratlarinin maksimum fosforilasyona ulasmasi i¢in, bu fosforilasyonlari
tersine ¢eviren ana fosfatazin (PP2A) inhibe edilmesi gerekmektedir. S. cerevisiae maya
hiicrelerinde Rim15 kinaz, mayotik gen ekspresyonunu uyarmak ve ayrica GO fazina giris
icin gerekli olan TORCI1 ve protein kinaz A (PKA) tarafindan negatif olarak diizenlenen bir
proteindir. IGO1 (Initiation of G zerQ 1; paralog with 1GO2) geni tarafindan kodlanan ve
GO programini baslatan Igol proteini Rim15 kinaz tarafindan fosforlanarak aktive edilir.
Igol proteini 5'-3' mRNA yikim yolagi (5'-3' mRNA decay pathway) ile besine bagimli
mRNA yikimini 6nlemekte olup Rim15p gibi fosforilasyon-defosforilasyon durumuna bagl

olarak sitoplazmada ve/veya niikleusta lokalize olmaktadir (Talarek vd., 2010, 2017).

Tor yolagt aktif oldugunda Torlp proteini Sch9 kinaz1 fosforlayarak aktiflestirir.
Aktif Sch9 proteini Rim15 kinazi fosforlayarak Bmh2 proteinin baglanmasina ve Rim15
kinazin niikleusa ge¢mesini engeller (Sekil 10). Azot aglifiyla veya rapamisin ile TOR
yolaginin inhibe olmast Sch9 kinazin inaktivasyonuna ve dolayisiyla Rim15 kinazin aktif
hale gegmesine neden olur. Igol/2p fosforilasyonunu ve PP2ACYSS  aktivitesinin
baskilanmasina neden olarak hiicrelerin GO (Quiescence) evresine girmesini saglar (Bontron
vd., 2013; Martin vd., 2017; Sarkar vd., 2014; Talarek vd., 2010). Cdc55 (Cell Division
Cycle 55) proteini protein fosfataz 2A (PP2A) enziminin diizenleyici alt linitesi olup PP2A

aktivasyonu igin gereklidir. Yapilan ¢alismalarda S. cerevisiae maya hiicrelerinin G1/S
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gecisi Siclp stabilizasyonu ve Whi5p inaktivasyonu olmak {iizere iki temel olayla kontrol

edilmektedir.
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Sekil 10. TOR bagimli Rim15 kinaz aktivasyonu

Swinnen vd., 2014’ten modifiye edilmistir.

2.4.1. Siclp Stabilizasyonu

Maya hiicrelerinin rapamisin ile muamelesi iki farkli yol {izerinden hiicre
dongiisiinlin G1 fazinda durmasima neden olur. Bunlardan ilki G1 siklinlerin asagi
regiilasyonu digeri ise DNA replikasyonunun baglamasi i¢in gerekli olan ve Cdk1-Clb5,6
komplekslerini inhibisyonundan sorumlu olan Sic1 proteininin akiimiilasyonu ile gerceklesir
(Lengronne, ve Schwob, 2002; Zinzalla vd., 2007). TORC1, G1 siklinlerinin
transkripsiyonunu ve translasyonunu uyararak G1/S gegisi i¢in gerekli olan Cdkl1-siklin
komplekslerini aktive eder. Sicl proteininin stabilitesi fosforilasyon ile diizenlenir (Sekil
11). TORC1 aktif oldugunda Cdkl-siklinler Sicl proteinini fosforile edererk Sicl
proteininin SCF (Skpl-Cull-F-box)-Cdc4 E3 ubikuitin -ligaz, kompleksine baglanmasini
saglar. SCF kompleksi Sicl proteininin ubikuitinasyonuna sebep olarak proteozom

degradasyonu ile Siclp seviyesinin azaltilmasini saglar (Verma vd., 1997; Nash vd., 2001;
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Koivomagi vd., 2011). Besin sinirlamasinda veya rapamisin varliginda, TORCI inaktive
olur ve G1 siklin seviyeleri diiser, boylece Siclp tizerindeki Cdk1-siklin komplekslerinin
negatif regililasyonunu kalkar. Besin smirlamasinda Siclp stabilizasyonu i¢in Gl
siklinlerinin asag1 regiilasyonuna ilave olarak Sicl proteininin 173. threonin (Thr173) amino
asitininde fosforlanmasi gerekmektedir (Zinzalla vd., 2007). G1 fazinda Rim15 aktivitesi
daha yiiksektir ve PP2A-B55 inaktive olur. Bu durum Siclp-Thrl73 fosforilasyonuna ve
protein stabilizasyonuna neden olur. G1/S ge¢isinde, Rim15 kinaz Cdk1-CInl,2,3 ve CDK
kinaz Pho85p tarafindan paralel olarak fosforlanarak 14-3-3 proteini Bmh2 tarafindan
sitoplazmada  tutularak inaktive edilir.  Rim15 inaktivasyonu  Sicl-Thrl73
defosforilasyonundan sorumlu PP2A enziminin aktivasyonuna sebep olur ve bdylece Siclp

destabil hale geger (Sekil 11) (Moreno-Torres vd., 2017).
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Sekil 11. Sicl protein stabilizasyonu

Pérez -Hidalgo ve Moreno, 2017’den modifiye edilmistir.

2.4.2. Whi5p Inaktivasyonu

S. cerevisiae maya hiicrelerinde G1/S gegcisi igin Cdk1 aktivitesi gereklidir. G1 siklini
olan CIn3 Cdkl1 ile birleserek baslama (START) i¢in hiicre boyutunu belirler. Ayrica Cdk1-
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CIn3 kompleksi ge¢ G1 fazinda (Late G1) gerekli olan Clnl ve CIn2 siklinlerin
ekspresyonunun tetiklenmesine yardimci olur. Béylece ge¢ G1 fazinda tig siklin (CInl, Cln2
ve CIn3) START gecisini geri dondiiriilemez hale getirmek i¢in igbirligi yapar. G1/S gegisi
icin CDK enziminin en 6énemli substratt WHI5 (WHIskey) tarafindan kodlanan WhiSp G1
represor proteinidir. Whi5 proteininin fosforlanmamis formu SCB (Swi4/6 Cell cycle Box)
baglanma faktorii olan ve baslama igin gerekli olan SBF (SCB -Binding Factor)
transkripsiyon faktoriiniin represoriidiir. Whi5 proteinini inhibe eden fosforilasyon Cdk1—
CIn1,2,3 tarafindan gerceklestirilirken defosforilasyonu PP2A tarafindan yapilir. Erken G1
safhasinda (Early G1) Cdk1-ClIn3 activitesi diisiik seviyede iken Rim15 aktif durumdadir.
Aktif Rim15 kinaz 1go1/2 proteinlerini aktive ederek PP2A enziminin inhibisyonunu saglar
(Sekil 12) (Talarek vd., 2017). Bu durum fosforlanmis ve inaktif formdaki Whi5 proteininin
akiimiilasyonuna ve SBF transkripsiyon faktoriiniin transkripsiyonunun baglamasina neden
olur. CInl ve CIn2 siklinlerinin SBF tarafindan CIn3 ile birlikte ekspresyonu, Cdkl
aktivitesinde ve Whi5 fosforilasyonunda bir artisa yol agarak START gecisini geri
dondiiriilemez hale getirir (Sekil 12).

Erken G1 safhasinda Cdk1-CIn3 aktivitesi diisikk iken Rim15 aktivitesi yiiksek
olmasina ragmen G1 safhasi ilerledikge Cdk1-CInl,2,3 aktivitesinden dolayr Riml15
aktivitesi azalmaya baslamaktadir (Moreno-Torres vd., 2017). Ortam kosullar1 uygun
oldugunda CDK aktivitesi yiliksek oldugundan PP2A inhibisyonuna gerek kalmaz.
Dolayisiyla zengin ortamda, START gecisinde 1IGO1/IGO2 igermeyen hiicrelerdeki hiicre
boyutu 1GO1/IGO2 igeren hiicrelerdeki hiicre boyutuna benzemektedir. Zengin ortamda,
hiicreler START safhasindan gegmeden 6nce yaklasik 35 pm?® boyutuna ulasmalidir (Ko ve
Moore, 1990, Moore, 1988). Ancak ortam kosullar1 uygun olmadiginda (6rnegin azot
acliginda veya glikoz yerine gliserol/laktat varliinda) CDK aktivitesi azalmaya
basladiginda WhiSp fosforilasyonunu kolaylastirmak ve daha kiiciik hiicre boyutunda
START" desteklemek i¢in Rim15-Igol/2 yolunun aktivitesine ihtiyag duyulur. Sonug
olarak, zayif ortamda veya Cdk1 aktivitesinin azaldig1 kosullarda, IGO1/IGO2 genlerinin
yoklugu START basamaginda hiicre boyutunun arttigimi gosterir (Talarek vd., 2017
Moreno-Torres vd., 2017)
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Sekil 12. Whi5p inaktivasyonu

Pérez -Hidalgo ve Moreno, 2017°den modiye edilmistir.

2.5. Transkriptom Analizi

Transkriptom, belirli bir gelisim asamasi veya fizyolojik durum i¢in belirli bir doku
tipi veya hiicrede ifade edilen tiim RNA transkriptlerinin tamamidir. Transkriptomun
anlasilmasi, genomun fonksiyonel 6gelerini yorumlamanin yani sira hastaligin ve biyolojik
stire¢lerinin neredeyse tiim genomik gelisiminin altinda yatan mekanizmalar1 anlamak i¢in
gereklidir (Ozsolak ve Milos, 2011; Byron vd., 2016). Bir organizmadaki genlerin farkli
kosullarda ve farkli dokulardaki gen ekspresyon seviyelerinin 6lgiilmesi bu genlerin nasil
diizenlendigi hakkinda bilgi sahibi olmamiza olanak saglar. Daha 6nce islevleri bilinmeyen
genlerin islevlerini anlamaya da yardimci olabilir. Transkriptomik analiz, farkli

organizmalarda gen ekspresyonunun nasil degistiginin incelenmesine olanak saglamistir

(Lowe vd., 2017).

Bir organizmanin fenotipi ifade edilen genler tarafindan belirlenir. Statik bir varlik
olan genomun aksine, transkriptom i¢ ve dis faktorler tarafindan degistirilip, diizenlenebilir.

Transkriptom bdylece bir organizmanin genomu ile fiziksel 6zellikleri arasinda dinamik bir
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baglant1 gorevi goriir. Transkriptom insan genomunun yalnizca kii¢iik bir boltimiinii temsil
etse de (<%S5) cok karmasiktir ¢linkii alternatif splicing, gen fiizyonu, antisens transkripsiyon
ve RNA diizenlemesi ile olusturulan transkriptler, transkriptomun gesitliligini biiyiik dl¢iide

arttirir. (Wang, vd. 2009; Ponting, 2008; Keren vd., 2010).

RNA dizileme (RNA-Seq), bir hiicrenin transkriptomunun i¢ yiiziinii anlamak i¢in
yiikksek verimli dizileme yontemlerini kullanir (Kukurba ve Montgomery, 2015). RNA
orneklerinden sentezlenen cDNA’lar yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing,
NGS) yontemi kullanilarak dizilenir ve milyonlarca kisa okuma elde edilir. Bu okumalar
daha sonra bir referans genom ile eslestirilir ve ilgilenilen genomik 6zellige ait (bir gen veya
bir ekson gibi) veriler elde edilir (Oshlack vd., 2010). RNASeq, ¢ok diisiik seviyelerde ifade
edilen RNA seviyelerini tespit edebildigi gibi RNA-Seq ekson sinirlarinin belirlenmesine,
intronlarin kesfedilmesine de olanak tanir (Nagalakshmi vd., 2008). RNA dizileme heniiz
belirlenmemis genomik dizilere sahip model olmayan organizmalar i¢in avantajlidir. Bu
yontem ile transkripsiyon sinirlarinin kesin konumunu tek bazlik ¢oziiniirlige kadar ayirt
etmek mimkiindiir. Bu durum karmagik transkriptomlar1 ¢alismaya olanak saglar. Ayrica
RNA dizileme transkribe edilen bolgelerdeki dizi varyasyonlarini (6rnegin, SNP'ler) ortaya
¢ikarabilir (Cloonan vd., 2008; Marioni vd., 2008). RNA-seq analizi is akis1; ham verilerin
on igslemesi, okuma-hizalama, transkriptom rekonstriiksiyonu (yeniden insa edilmesi), ifade

miktar belirleme diferansiyel ifade analizi olmak {izere bes ana basamaktan olusur.

RNA-Seq, bir teknoloji olarak erken asamalarinda olmasina ragmen, gen ekspresyon
caligmalarina gore avantajlidir. RNA-Seq S. cerevisiae, Arabidopsis thaliana, fareler ve
insan hiicreleri dahil olmak tizere gesitli organizmalara uygulanmaktadir (Wang, vd, 2009;

Lister vd., 2008; Cloonan vd., 2008; Nagalakshmi vd., 2008).

S. cerevisiae maya tiirinde ayni susta farkli biiyiime kosullar1 altinda gen
ekspresyonundaki farkliliklar siklikla ¢alisilirken, son yillarda yapilan ¢alismalarda farkli
maya tiirlerinde karsilastirmali analizlerde de kullanilmaktadir (Yvert vd., 2003; Kvitek,
Will ve Gasch, 2008; Fay vd., 2004; Busby vd., 2011; Sardu vd., 2014). Saccharomyces
Genom Veri tabaninda (SGD) bulunan 5099 ORF’tan (Open Reading Frame) 4666 ORF i¢in
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anlaml1 ekspresyon belirlenmistir. Anlamli ekspresyon gosteren genlerin %20'si igin
yiiksek, %39’u icin orta ve %331 i¢in diisiik ekspresyon seviyesi tespit edilmistir
(Nagalakshmi vd., 2008). Analiz edilen biiyiime kosullarinda islevi gerekmeyen mayoz,
sporulasyon, ¢iftlesme, hiicre farklilagmasi, seker taginmasi ve vitamin metabolizmasiyla

ilgili birgok genin ekspresyonu tespit edilememistir (David vd., 2006).

Farkl1 firmalar tarafindan iiretilen cesitli NGS (Illumina, Ion Torrent, Roche 454 life
science v.b.) platformlar1 mevcuttur. Ion Torrent dizileme platformu, sentezlenen DNA
ipligine bir niikleotid eklenmesi ve hidrojen iyonunun (H+) salinmasiyla indiiklenen pH
degisikliklerinin saptanmasina dayanan yar1 iletken dizileme teknigine dayanir. lon Torrent
platformunda kullanilan dizileme teknigi 100-130 milyon (60-80 milyon-540 chip) okuma
yapabilen fon torrent S5 cihazi 20-25 milyar baz okuma kapasitesine sahiptir. fon torrent
dizileme teknolojisi baslica, RNA izolasyonu, fragmentasyonu, cDNA kiitiiphanesinin
olusturulmasi, emPZR ile klonal ¢ogaltim ve zenginlestirme, niikleotid dizileme ve veri
analiz islemlerinden olusmaktadir (Merriman vd., 2012; Quail vd., 2012; Grada ve
Weinbrecht, 2013).
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. S. cerevisiae Maya Suslarmin Ozellikleri

S. cerevisiae maya susu olarak yaban tip (BY4741) (MATa; ura3A0; leu2A0; his3A41;
met1540) ve TOR1 gen mutasyonu tasiyan (Y06864) (MATa, ura3A40; leu2A0; his3A1;
met1540; YJR066w::kanMX4) suslar kullanildi. Y06864 maya susu BY4741 maya susu ile
izogenik maya susudur. BY4741 susu standart haploid S. cerevisiae susu olup genomu
tiimiiyle sekanslanmis ve metabolik yollarla ilgili genlerde herhangi bir mutasyon icermedigi
bilinmektedir. S. cerevisiae maya suslar1 Frankfurt Universitesi Mikrobiyoloji
Enstitiisi’'ndeki EUROSCARF (European S. cerevisiae Archive for Functional Analysis)

koleksiyonundan satin alindi.

3.2. Maya Suslarimin Ureme Kosullar1 ve Ornekleme

Maya suglar1 6ncelikle zengin tireme ortami olan YPD (10 g/LL Yeast extract, 20 g/L
Bacto peptone ve 20 g/L agar) iceren petrilerde 30 °C’de 2-3 giin inkiibe edildi. Uzun siireli
kullanim i¢in taze YPD besi yerlerinde iiretilen maya suslar1 %20 gliserol i¢inde -80 °C’de
daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere stoklandi. Ayrica kisa donem kullanimlar i¢in

YPD petrilerde 4 °C’de muhafaza edildi.

Yaban tip ve mutant maya hiicreleri azot kaynagi olarak % 0,5 Amonyum siilfat
iceren YNBD minimal iireme ortaminda (%0,8 Yeast Nitrogen Base + %0,2 Histidine
+ %0,3 Leucine + %0,2 Methionine + %0,2 Urasil + %2 Dextrose) 16-18 saat sabit
calkalama (120 g/dak) ile 30 °C’de iiretildi. On kiiltiirlerden ODeoo degeri yaklasik 0,2-0,3
olacak sekilde %0,5 Amonyum siilfat i¢eren taze YNBD s1v1 besin ortamina aktarilan maya
hiicreleri sabit sicaklik ve calkalama ile ODsoo degeri yaklasik 0,8-1,0 (107 hiicre) oluncaya
kadar inkiibe edildi. Daha sonra maya hiicreleri ¢oktiiriilerek (6000 g/dak) steril distile su ile
yikandi. Elde edilen hiicre pelleti total RNA izolasyonu i¢in kullanildi. Yaban tip ve mutant
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maya suslar ikili set olarak tiretildi ve her iki kiiltiirden elde edilen hiicreler transkriptomik

analizlerde kullanild.

3.3. Total RNA izolasyonu

RNA-Seq calismalarinda izole edilen RNA’nin dizileme igin kiitiiphane olusturmaya
yetecek kalitede olmasi gereklidir (Kukurba ve Montgomery, 2015) total RNA izolasyonu
icin mayalara 6zel Total RNA izolasyon kiti (Invitrogen, RiboPure RNA Purification Yeast
kit, katalog no: AM1926 katalog numarali) kullanildi.

Daha 6nce hazirlanan hiicre pelleti (yaklasik 107 hiicre) tekrar 12000g’de 2 dak
santrifiij edilerek siipernatant atildi. Hiicre pelleti lizerine 480 pl lysis soliisyonu, 48 ul %10
SDS, 480 pl fenol:kloroform:izoamilalkol eklendikten sonra hiicreleri pargalamak igin kit
prosediiriinde belirtilen 750 ul zirkonyum boncuk 1,5ml’lik mikrosantrifiij tiipiine eklendi.
Hiicre slispansiyonu igeren mikrosantrifiij tiipleri 10 dak vortekslendikten sonra hiicre lizati
5 dak santrifiij (16100 g) edildi. Santrifiij islemi sonras tiip i¢erisinde olusan iistteki seffaf
faz temiz bir falkon tiipe aktarildi. Uzerine 1,9 ml baglama soliisyonu (Binding Buffer) ve
1,25 ml %100 etil alkol eklendi. Olusan karisim kit i¢inde bulunan kolonlara aktarildi ve
karisimin tamamu filtreden geginceye kadar 1dak santrifiij (12,000 g) edilerek RNA’nin
kolon i¢inde bulunan RNA baglayic1 filtrelere baglanmasi saglandi. Kolon i¢indeki
filtrelerin tizerine 700 ul yikama soliisyonu (Wash Solution 1) eklenerek tekrar 1dak santrifiij
(12,000 g) edildi ve bu islem filtrelerde RNA kalmamasi igin iki kez tekrarlandi. Filtreler
kolonlardan alinarak yeni temiz tiiplere gecirildi ve lizerine 50 pl eliisyon soliisyonu (Elution
Solution) eklenerek filtrelere baglanan total RNA’nin filtrelerden ayrilmasi saglandi. Total
RNA {izerine DNasel soliisyonu (DNase 1 Buffer) ve DNasel (DNase | (8 U)) enzimi
eklenerek 37 °C’de 30 dak bekletildikten sonra 5,9 pl DNase inaktivasyon soliisyonu (DNase
Inactivation Reagent) eklenerek kalinti DNA molekiillerinin degradasyonu saglandi. Elde

edilen total RNA daha sonraki islemler i¢in -20 °C’de muhafaza edildi.

Elde edilen total RNA’nin konsantrasyonu (Florometrik ol¢iimii) RNA’ya 6zgii
Qubit® RNA HS Assay kiti (Thermofisher-Invitrogen, Q32852) kullanilarak Qubit 3.0
Florometre (Thermofisher-Invitrogen, Q33216) cihazinda pg/pl olarak belirlendi.

27



3.4. RNA Kalitesinin Kalitatif ve Kantitatif Kontrolii

Izole edilen total RNA’larin kalitatif kontrolii agaroz jel elektroforezi ile belirlendi.
Bu amagla oncelikle stok 10X TBE (108 g/LTris, 55 gr/L Borik Asit, 0,5M EDTA) tampon
cozeltisi hazirlandi. 1,5 gr agaroz 100 ml 1X TBE tampon ¢ozeltisi i¢inde ¢oziildii.
Hazirlanan %1.5’lik agaroz karisimi iizerine 8 pl RedSafe niikleik asit boyama soliisyonu
(Intron biotechnology, katalog no: 21141) eklenerek agaroz karisimi tamamen
polimerlestikten sonra 1X TBE tampon ¢ozeltisi igeren elektroforez tankina (Cleaver
Scientific marka, CSL-CELLAS) gegirildi. 5 ul RNA o6rnekleri 1 ul yiikleme boyasiyla
(Intron biotechnology, katalog no: 21161) karistirilarak jele yiiklendi ve 45 dak (110 volt)
(Wealtec, Elite 300 plus) yiiriitiildiikten sonra UV goriintiileme sistemi kullanilarak (DNR,

minibis pro model) fotograflar1 ¢ekildi.

izole edilen total RNA’larm kantitatif kontrolii ise Agilent Bioanalyzer cihazi
kullanilarak 6l¢iildii (Sekil 13a). Agilent Bioanalyzer cihazi RNA’nin kalitesini 1 ila 10
arasinda RIN (RNA Integrity Number) degeri vererek oOlgen bir cihazdir. RIN, jel
elektroforezi ve 28S ile 18S ribozomal bant oranlarinin analizini kullanarak 6rnek biitiinliigi
(bozunma durumu) hakkinda bilgi vermektedir. RIN:10 degeri en az bozunmay1 ve en
yiiksek kalitedeki ornekleri gostermektedir. Diisiik kaliteli RNA (RIN <6), dizileme
sonuglarin1 6nemli olgiide etkilemekte (6rnegin, diizensiz gen kapsami, 3'-5" transkript
sapmasi, vb.) ve hatali transkriptomik sonucuna yol agmaktadir. Bu nedenle, RNA-Seq
deneyleri i¢in yiiksek kaliteli RNA gerekmektedir (Tomita vd 2004; Thompson vd 2007;
Rudloff vd 2010). Izole edilen total RNA’larin RIN degerleri SEM biyoteknoloji firmasi
tarafindan RNA 6000 Nano Lab Chip Kiti (5067-1511) (Sekil 13b) kullanilarak Agilent 2100
Bioanalyzer cihazinda (Sekil 13a) belirlendi. Daha sonra elde edilen total RNA dan kodlanan
RNA’y1 ayirabilmek i¢in poly(A) teknigi kullanilarak mRNA izolasyonlari yapildi.
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Sekil 13. Agilent 2100 Bioanalyzer cihaz1 () RNA 6000 Nano Lab Chip (b)

3.5. poly(A) Yontemi ile mRNA Eldesi

Izole edilen total RNA’dan mRNA’y1 ayirmak igin Dynabeads® mRNA DIRECT™
Micro Kit (Thermofisher, Ambion, katalog no: 61021) kullanildi. Bu amagla kitin
protokoliinde belirtilen oligo dT (Dynabeads® Oligo (dT)25) homojen hale getirildikten
sonra 22 pl ependorf tiipe gegirilerek siispansiyon seffaflagincaya kadar beklendikten sonra
slipernatant uzaklastirildi. Manyetik standdan alinan tiipiin i¢indeki boncuklarin iizerine 20
ul ¢oziicii- baglayict (Lysis/Binding Buffer) solusyon eklendi ve pipetaj yapilarak homojen
hale getirildi. Kit protokoliinde belirtildigi gibi final hacmi 50 ul olacak (100ng-1 ug) sekilde
RNA &rnegi hazirlandi. Orneklerimizden en diisiik konsantrasyona sahip drnek baz alinarak
tiim Ornekler 320 ng/pl olacak sekilde sulandirildi. Elde edilen RNA 70 °C’de 2 dak PZR
cihazinda (Veriti™ Thermal Cycler, A27924) denatiire edildikten sonra hazirlamis
oldugumuz 50 pl ¢oziicii baglayict soliisyon (Lysis/Binding Buffer) ve manyetik boncuk
(oligo dT) karisimu ile birlestirildi. Pipetaj ile homojen hale getirilen karisim 5 dak oda
sicakhiginda inkiibe edilerek oligo dT’lerin poly(A) kuyruklu mRNA’lara baglanmasi
saglandi. Karisimi igeren tiipler manyetik stand {izerine alindi, soliisyon seffaflagana kadar
(5dak) beklendikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Manyetik boncuk igeren tiipler
manyetik stand lizerinden alind1 ve {izerlerine 100 pl yikama soliisyonu A (Washing Buffer
A) eklendi. Pipetaj yapilarak homojen hale getirilen karisim tekrar manyetik stand {lizerine

alinarak soliisyonun seffaflasmasi beklendikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Manyetik
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boncuk igeren tiipler tekrar manyetik stand iizerinden alindi ve iizerlerine 100 pl yikama
solisyonu B (Washing Buffer B) eklendi. Pipetaj yapilarak homojen hale getirilen karigim
tekrar manyetik stand iizerine alinarak soliisyonun seffaflagsmasi beklendikten sonra
slipernatant pellete zarar vermeden uzaklastirildi. Daha sonra manyetik stand iizerinden
alinan tiiplere 80 °C’de 1sitilmis 10 pl nukleaz igermeyen su eklenerek poly(A) mMRNA’larin
boncuklardan ayrilmasi saglandi. Tiipler tekrar manyetik stand iizerine alinarak karisim
seffaflagtiktan sonra siipernatant yeni steril tiiplere alindi. Siipernatant ile ayrilmasim
sagladigimiz poly(A) mRNA’nin florometrik l¢limleri Qubit cihazinda yapildiktan sonra

kiitiiphane olusturma basamagina gecildi.

3.5.1. RNA’nin Fragmente Edilmesi ve Temizlenmesi

Kiitiiphane olusturma islemi, Ion Total RNA-Seq Kit v2 (Thermo Fisher
Scientific,ion Torrent, 4475936) kullanilarak gergeklestirildi. Bu islem icin 10 pl poly(A)
RNA 200 pl’lik PZR tiipiine alind1. Uzerine kitin igeriginde bulunan Rnase III enziminden
1 ul, 10X Rnase Il reaksiyon tamponundan 1 ul eklendikten sonra pipetaj yapilarak karisim
homojen hale getirildi. Daha sonra ornekler PZR cihazinda 37 °C’de 3 dak siire ile
inkiibasyona birakilarak fragmente edildi ve bu siire sonunda tiiplere hizli bir sekilde 20 pl

niikleaz igermeyen su eklenerek buz lizerine alindi.

Fragmente edilen RNA’nin manyetik boncuk yontemi kullanilarak temizlenmesi i¢in
kit igeriginde bulunan niikleik asit baglama boncuklar1 (Nucleic Acid Binding Beads)
homojen oluncaya kadar vortekslendi ve 5 ul’si kitin i¢inden ¢ikan Processing Plate’e
aktarildi. Aktarilan Nucleic Acid Binding Beads iizerine 90 pul binding solution concentrate
eklendikten sonra homojen hale getirildi. Daha sonra karigimin iizerine fragmente edilen 30
pul RNA vel50 ul %100’Lik etanol eklendi. Elde edilen karisimin homojen hale gelmesi
saglandiktan sonra 5 dak oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Daha sonra plate manyetik
stand (ThermoFisher —Ambion, AM10050) {izerine alindi. 5-6 dak boncuklarin soliisyondan
ayrismast beklendi. Siire sonunda manyetik boncuklara dokunmadan siipernatant atildi.
Pelletin lizerine 150 pul %100 etanol eklendi, 30 sn oda sicakliginda manyetik stand iizerinde
beklendikten sonra siipernatant pellete zarar vermeden uzaklastirildi. Manyetik boncuklar

tamamen kuruduktan sonra énceden 37 °C’de dnceden 1sitilmis 12 pl niikleaz igermeyen su
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eklendi. Boncuklar ve su homojen hale getirilerek oda sicakliginda 1 dak inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda plate manyetik stand {izerine alinarak boncuklar ve sivinin ayrigmasi
icin 1 dak beklendi. Her 6rnek yeni bir tiipe alindi. Fragmente edilip temizlenen tiriinlerin
boyutlarinin ve kalitesinin kontroliinii saglamak amaciyla Qubit ve Bioanalyzer cihazlari ile

Olctimleri yapildi.

Elde edilen total fragmente RNA’nin konsantrasyonu Qubit® RNA HS Assay kiti
kullanilarak Qubit 3.0 Florometre cihazinda pg/ul olarak belirlendiFragmente RNA’larin
iriin boyutlarinin belirlenmesi icin SEM biyoteknoloji firmasinda RNA 6000 Pico Kiti
(5067-1513) kullanilarak Agilent™ 2100 Bioanalyzer cihazinda 6l¢iimleri yapildi.

3.5.2. Kiitiiphane Olusturulmasi

Adaptor ve barkodlarin baglanmasi i¢in boyut ve kalitesinin uygunlugu belirlenen
orneklere 2 pl Ion adapter mix v2 ve 3ul hybridizasyon solution bir tiipte karistirildiktan
sonra 3 ul fragmente edilmis (poly(A))RNA eklendi. Karisim 65 °C’de10 dak sonrasinda
30 °C’de 5 dak inkiibe edildi. 8 pl’lik hibridizasyon reaktifinin tizerine 10 pl 2X Ligation
buffer ve ligation enzim miksi eklendi. Son hacmi 20 pl olan karisim 30 °C’de 30dak inkiibe
edildi.

Ligasyon islemi tamamlanan 6rnek tiiplerinin tizerine 2 pl niikleaz icermeyen su, 4
ul 10X RT buffer, 2 ul 2.5 mM dNTP mix ve 8 ul RT primer v2 (toplamda 16 ul) eklendi
ve pipetaj ile homojen hale getirildi. 10 dak 70 °C’de inkiibe edildikten sonra buz iizerine
alind1. Uzerine 4 pl 10X SuperScript 111 eklenip vortekslendikten sonra kisa siireli santrifiij

yapildi. PZR cihazinda 42 °C’de 30dak inkiibasyona birakildu.

cDNA c¢evrimi yapilan iirlinleri temizlemek i¢in kit i¢eriginde bulunan Nucleic Acid
Binding Bead tiipii homojen oluncaya kadar vortekslendi. 5 ul Nucleic Acid Binding Bead
Processing plate iizerine aktarildiktan sonra iizerine 120 ul Binding Solution Concentrate
eklendi. Son hacmi 40 pl olan cDNA {izerine 60 pl niikkleaz igcermeyen su eklendikten sonra

karisimla birlestirildi ve tizerine 125 pl %100’lik etanol eklendi. Karigimin homojen hale

31



gelmesi saglandiktan sonra 5 dak oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra plate manyetik
stand lizerine alinarak 5-6 dak boncuklarin soliisyondan ayrismasi beklendi. Siire sonunda
manyetik boncuklara dokunmadan siipernatant atildi. Manyetik stand {izerinden alina plate
iizerine 150 pl Wash solution eklendi, 30 sn oda sicakliginda manyetik stand iizerinde
beklendikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Manyetik boncuklar tamamen kuruduktan
sonra dnceden 37 °C’de 1sitilmig 12 pl niikleaz icermeyen su eklendi. Boncuklar ve suyun
homojen hale gelmesi i¢in pipetaj yapildi ve oda sicakliginda 1 dak inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda plate manyetik stand tizerine alind1 ve boncuklar ve sivinin ayrismasi igin 1

dak beklenerek her 6rnek yeni bir tiipe gegirildi.

c¢DNA’nin ¢ogaltilmasi igin bir PZR tiiptine 45 pl Platinium PCR Super Mix High
Fidelity, 1 ul Ion Xpress RNA 3'Barcode Primer, 1 ul lon Xpress RNA-Seq Barcode BC
(Thermo Fisher, lon Torrent™ |on Xpress™ RNA-Seq Barcode 1-16 Kit,4475485) ve 6 ul
cDNA eklendi. PZR cihazinda 94 °C’de 2 dak, 94 °C’de 30 sn, [50 °C’de 30 sn, 68 °C’de
30 sn] 2 dongii, [94 °C’de 30 sn, 62 °C’de 30 sn, 68 °C’de 30 sn] 14 dongii, 68 °C’de 5 dak
amplifikasyon reaksiyonu gergeklestirildi.

Amplifiye edilen cDNA’nin piirifikasyonu i¢in Nucleic Acid Binding Bead tiipii
iyice homojen oluncaya kadar vortekslendi. 5 ul Nucleic Asid Binding Bead Processing plate
tizerine aktarildi. Aktarilan beadlerin {izerine 180 ul Binding Solution Concentrate eklendi
ve pipetaj yapilarak homojen hale getirildi. Son hacmi 53 ul olan cDNA karigimin iizerine
eklenerek tizerine 130 ul %100’liik etanol ilave edilldi. Karisim homojen hale getirilerek 5
dak oda sicakliginda inkiibe edildi. Plate manyetik stand iizerine alinarak 5-6 dak
boncuklarin soliisyondan ayrigsmasi beklendi. Siire sonunda manyetik boncuklara zarar
vermeden siipernatant atildi. Manyetik stand iizerinden alinan plate iizerine 150 pl Wash
solution eklenerek tekrar manyetik stand lizerinde oda sicakliginda 30 sn beklendi ve
stipernatant pellete zarar vermeden uzaklastirildi. Manyetik boncuklar tamamen kuruduktan
sonra 15 pl niikleaz icermeyen su eklendi. Boncuklar ve suyun homojen hale gelmesi
saglanarak oda sicakliginda 1 dak inkiibe edildi. Siire sonunda plate manyetik stand iizerine
alinarak boncuklar ve sivinin ayrismasi igin tekrar 1 dak beklendi. Her 6rnek yeni bir tiipe

aktarildi.
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cDNA’nin Konsantrasyon Olgiimii Qubit® dsDNA HS Assay kiti (Q32854 katalog
numarali) kullanilarak Qubit 3.0 Florometre cihazinda belirlendi. Total DNA
konsantrasyonu pg/ul olarak belirlendi. cDNA {iriin boyutlarinin belirlenmesi i¢in SEM
biyoteknoloji firmasinda High Sensitivity DNA Kiti kullanilarak Agilent 2100 Bioanalyzer

cihazinda 6l¢timleri yaptirildi.

3.5.3. Emiilsiyon PZR (emPZR) ile Klonal Cogaltim ve iiriiniin
zenginlestirilmesi

Emiilsiyon PCR yag kiirecikleri igerisinde bulunan boncuklara (mikroreaktor)
baglanan DNA pargalarinin klonal olarak ¢ogalmasina olanak veren bir islemdir. emPZR ile
klonal ¢ogaltim igin lon One Touch System (Thermofisher- Iontorrent Ion OneTouch 2,
4474778) ve dirlinlin zenginlestirilmesi i¢in lon One Touch Enrichment System
(Thermofisher- fontorrent, lon OneTouch 2 System, 4474779) cihazi1 kullanild: (Sekil 14 ve
Sekil 15a,b). lon 540 Kit — OT2 (Thermofisher- lontorrent, A27753) kiti {ireticinin dnerdigi
kosullarda ve yontemle uygulanarak emPZR ve zenginlestirme islemleri gergeklestirildi. lon
One Touch Enrichment System cihazinin sarf malzemeleri {ireticinin Onerdigi gibi

tamamlandiktan sonra cihaz ¢alistirilmistir.

Sekil 14. Ion One Touch System; OT2 cihazi
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a)

Sekil 15. lon One Touch System - Enrichment System (a), 8-well strip ger¢ek goriiniimii (b)

3.5.4. Dizileme

Dizileme islemi i¢in Thermo Fisher Scientific’in Ion S5 XL (Thermo- lon torrent,
A27214) Yeni Nesil Dizileme cihazi kullamldi (Sekil 16a,b). Oncelikle Thermo Fisher
Scientific’in Ion S5 cihazinin ara yiizli olan Torrent server yaziliminda ¢alismanin plant

yapildi.

Sekil 16. Ion S5 XL dizileme cihazi (a), Ion S5 XL dizileme cihazi reaktiflerin yerlesimi (b)

Enrichment reaksiyonu sonrasinda cihazdan aldigimiz 0.2 ml ‘lik PZR tiipi

icerisinde bulunan iirtin 15,500x g’de 5 dak santrifiij edildi. Tiipiin dibinde yaklasik 10 pl
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iirlin kalincaya kadar siipernatant pellete zarar vermeden uzaklastirildi ve 200 pl niikleaz
icermeyen su eklendi. Karisim 15,500x g ‘de 5 dak santrifiij edildi. Tiipiin dibinde yaklasik
10 pl iiriin kalincaya kadar siipernatant pellete zarar vermeden uzaklastirildi ve son hacim
100 pl olacak sekilde niikleaz igermeyen su eklendi. Elde edilen iiriin ¢ipe yiiklenmek {izere

2-8 °C’de saklanda.

Dizileme reaksiyonunu baslatmak i¢in ilk olarak Ion 540 Kit-OT2 (Thermofisher-lon
Torrent, A27753) lon 540 Chip Kit (Thermofisher-Ion Torrent, A27765) kullanild1 (Sekil
17a-b). (lon 540 Kit-OT2) igeriginde -20 °C’de bulunan Ion S5 Sequencing Reagents
cartridge 45 dak oda sicakliginda ¢oziinmeye birakildi. Siire sonunda Ion S5 Sequencing
Reagents cartridge, lon S5 Sequencing Reagents ve lon S5™ Cleaning Solution sisesi
cihazdaki yuvalarina yerlestirildi. Cihazin pH ayarlama islemi baslatildi. Yaklasik 50 dak
stiren ayarlama islemin ardindan pH grafigi kontrol edildi. pH ayarlama isleminin ardindan
ornegin tizerine kit iceriginde bulunan Control Ion Sphere Particles’tan 5 ul eklenerek 5 dak
15,500xg’de santrifiij yapildi. Tipin dibinde yaklasitk 10 pl iriin kalincaya kadar
slipernatant pellete zarar vermeden uzaklastirildi. Pellet tizerine 15 ul of lon S5 Annealing
Buffer ve 20 pl Ion S5 Sequencing Primer eklendi. Elde edilen karisim vorteks yapilip
ardindan kisa santrifiij yapilan 6rnek PZR cihazinda 95 °C’de 2 dak ve 37 °C’de 2 dak inkiibe
edildi. inkiibe edilen karisimin iizerine 10 pl lon S5 Loading Buffer eklendi, vorteks ve
ardindan kisa santrifiij yapildi. Temiz ve diiz bir zemine alinan Ion 540 Chip’in loading well
kismina son hacmi 55 pl olan 6rnek aktarildi ve Ion Chip Minifuge (Thermofisher-

Iontorrent, 4479673) cihazina yerlestirilip 10 dak santrifiij edildi.
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Sekil 17. Ton 540 Chip sekilsel goriiniimii (a), Ion 540 Chip goriintiisii (b)

1.5-mI’lik ependorf iginde 49 pul %50 Annealing Buffer ve 1 ul Foaming Solution
(%10 Triton X-100 solution) birlestirilip pipet yardimiyla kopiirtiildii. Santrifiijden alinan
¢ipin loading port kismindan kopiirtmiis oldugumuz foaming solutions’dan 100 pl yilikleme
yapildi. 55 pl %50 Annealing buffer chip loading well bolmesine aktarildiktan sonra ¢ip Ion
Chip Minifuge cihazinda 30 sn santrifiij yapildi. Tekrar santrifiijden alinan ¢ipin loading port
kismindan kopiirtmiis oldugumuz foaming solutions’dan 100 pl yiikleme yapildi. 55 pl %50
Annealing buffer chip loading well bélmesine aktarildiktan sonra ¢ip Ion Chip Minifuge
cihazinda 30 sn santrifiij yapildi. Iki kere tekrarlanan bu islemin ardindan 2 kere 100’er pl
Flushing solution (%50 Propanol+ %350 annealing buffer) ¢ipin loading port kismindan
yiiklendi. Daha sonra 3 kere 100 ul %50 Annealing Buffer toplamda 300 pl olacak sekilde
loading port kismindan yiiklendi. 6 pl lon S5 Sequencing Polymerase 60 pl %50 Annealing
buffer ile karistirilarak chip loading port kismindan yiiklendi. 5 dak oda sicakliginda inkiibe
edilen ¢ip cihaza yiiklendi. Cip yiikleme asamalar1 Sekil 18 ‘de verilmistir. Islemler sonunda

ham veriler torrent suite software programindan elde edildi.
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Sekil 18. Cip yiikleme agsamalari

3.5.5. Yeni Nesil RNA Dizileme Verisi Uretimi ve Islenmesi

Dizileme islemi tamamlandiktan sonra, her bir kiitiiphaneye ait sonuclar UBAM
(unmapped BAM) dosyasi olarak olusturuldu. Dizileme sonrasi olusan okumalardan,
adaptdr bolgeleri lontorrent cihazinin dzelligi geregi kirpilmus olarak elde edildi. Diisiik
kaliteli okumalar atilarak okuma derinligi 0, minimum okuma uzunlugu 20 b¢, minimum
ortiisme uzunlugu 40 bg ve asgari Ortiigme yilizdesi ise %90 olacak sekilde, ayr1 ayri

birlestirildi.
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3.5.6. Biyoinformatik Analizler ve Araglar

Kalite Kontrol (Quality Control) ve Temizleme (Trimming)

RNA-dizileme analizlerinin yapilabilmesi i¢in oncelikle “.fastq” dosylarinin kalite
kontrollerinin yapilmas1 gerekmektedir. FastQC programi bu amagla kullanilan bir program
olup, okuma sonuclarinda herhangi bir sorun olup olmadigim1 anlamamiza olanak
saglamaktadir. FastQC kalite kontrol programinda elde edilen Phred Score degerlerine gore
okuma sonuglarinin dogruluklar1 belirlenmektedir. Tablo 3’de FastQC programinda yer alan

puan degerleri gosterilmistir (Andrews, 2014).

Ion torrent cihazindan elde edilen “.ubam” dosyalari, ¢evrim i¢i bir program olan
“usegalaxy” platformu araciligiyla “.fastq” formatina doniistiiriildii. Daha sonra “.fastq”
dosyalarmin okuma kalitelerinin belirlenmesi i¢in FastQC High Throughput Sequece QC
Report (v0.11.9) programi kullanilarak analizi yapildi ve RNA-dizileme sonuglarina ait

Phred Score degerleri belirlendi.

Tablo 3

FastQC program algoritmalarinda yer alan puan degerleri

Phred Yanlhs Baz Baz Arama
Kalite Puam Arama olasihgi Dogrulugu
10 10'da 1 % 90

20 100'de 1 % 99

30 1000'de 1 % 99.9

40 10.000'de 1 % 99,99

RNA-dizileme sonucunda elde edilen “.fastq” dosyalarinin kalite kontrol degerlerine
gore, diisiik kalite puanina sahip olan okumalar1 ayristirildi. Diisiik kaliteli okumalarin
ayristirilmasi icin Galaxy platformu {izerine yer alan Trimmomatic (Galaxy version 0.38.0)

programi kullanildi ve kalite puani 20’nin altinda kalan okumalar varsayilan parametrelere
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gore ayristirildi (Bolger vd., 2014). Ayrica, Ion-Torrent dizilerine ait oligo dizileri tespit
edilerek baz trim islemine tabi tutuldu.

Haritalama (Mapping)

RNA-dizileme sonucglarina gore elde edilen okuma sayilarini belirlemek ig¢in
oncelikle RNA sekans dizilerinin haritalanmasi gerekmektedir. Bu amagla, “.fastq” dosyalari
TopHat2 programi, RNA-dizileme okumalarinin haritalanmasi amaciyla kullanilmakta ve
Bowtie ve Bowtie2 algoritmalarint kullanarak referans genom iizerinden haritalama
yapmaktadir (Kim vd., 2013). Diisiik okuma Kkalitesine sahip olan RNA okumalari
temizlendikten sonra elde edilen “.fastq” dosyalar1 S. cerevisiae (S288C) referans genomu
(.gtf formatinda) kullanilarak haritalandi. S. cerevisiae (S288C) referans genomuna ait dizi
“Ensembl Genomes” veri tabanindan temin edildi. Genom haritalama islemi i¢in TopHat2
haritalama programi varsayilan parametreler kullanilarak gergeklestirildi ve haritalama

islemi ardindan elde edilen “.bam” dosyalar1 bilgisayar ortamina kaydedildi.

Transkript Sayilarinin Belirlenmesi

Transkriptom analizlerinin yapilabilmesi i¢in RNA-dizileme ¢aligmasindan elde
edilen transkript sayilarinin belirlenmesi gerekmektedir. HTSeq (High-Throughput
Sequencing) yeni nesil dizileme ¢aligmalarindan elde edilen verilerin hizli bir sekilde analiz
edilebilmesine olanak saglayan Pyhton alt yapisinda yer alan bir kiitiiphanedir (Anders vd.,
2015). RNA-dizileme verilerinin referans genom ile yapilan haritalama igleminin ardindan
elde edilen veriler HTSeq-counts programinda varsayilan parametreler kullanilarak analiz

edildi ve transkript sayilar belirlendi.

Filtreleme ve Normalizasyon

RNA-dizileme sonucunda elde edilen okumalarin hizalama ve transkript sayimi
gerceklestirildikten sonra ¢ok az ifade olan ya da hi¢ ifade olmayan genleri barindiran veri

setleri elde edilmektedir. Bu nedenle devam eden analizlerde sonuglar1 etkilememesi i¢in
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veri setleri filtreleme ve normalizasyon islemine tabi tutulmasi gerekmektedir.
Normalizasyon islemi, RNA-dizileme verilerinin dogru bir sekilde yorumlanmasina olanak
saglayan bir yontemdir. Elde edilen ham veriler normalize edilerek CPM (Counts Per million
reads Mapped) dagilimlar1 belirlendi. Devam eden analizlerde normalize edilmis veriler
kullanildi. RNA-dizileme sonuglarina ait verilerinin filtreleme ve normalizasyon islemi i¢in
R:edgeR araci kullanildi. R:edgeR araci, RNA-dizileme sonucu elde edilen transkript
sayilar1 kullanilarak RNA molekiiliindeki farkliliklarin lgiilmesi i¢in kullanilan istatiksel
bir yontemdir (Robinson vd., 2010).

3.5.7. Analiz Yontemleri

Kiimeleme

RNA-dizileme verileri arasindaki gen ekspresyon analizi acisindan profil
benzerliklerinin kontrol edilmesi i¢in ¢ok boyutlu dlgekleme (Multidimensional scaling,
MDS) grafigi olusturuldu. MDS grafigi, RNA-dizileme veri setleri arasindaki benzerlik ve
farkliliklarin anlasilmasina olanak saglamaktadir. Elde edilen 6n bilgiler veri setlerinin
ekspresyon seviyeleri hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica ¢alismada kullanilan veri setleri

arasinda ekspresyon farklilig1 gosteren genler i¢in “Heatmap” grafigi olusturuldu.

Diferansiyel Ekspresyon Analizi

Normalize edilmis olan transkript sayist kullanilarak deney gruplar1 arasindaki
ekspresyon seviyelerinde gozlemlenen kantitatif degisiklikleri belirlemek i¢in diferansiyel
ekspresyon analizi kullanilmaktadir. Gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi ig¢in
kullanilan R::limma araci, gen ekspresyon ¢alismalarindan elde edilen veri setlerini istatiksel
olarak analiz etmek i¢in kullanilan R/Bioconductor programidir (Ritchie vd 2015).
Normalize edilen transkript sayilarina ait veri setleri kullanilarak, yaban tip ve mutant maya
suslart arasindaki gen ekspresyon seviyesinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosteren
genler (Differentially Expressed Genes) R::limma aract yardimiyla tespit edildi, ayrica

LogFC, LogCPM ve p-value degerleri hesaplandi.
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Gen Ontoloji Analizi

Gen ontolojisi, genlerin islevini ii¢ farkli yonden agiklamak i¢in kullanilan biyolojik
bir terimdir. RNA-dizileme veri setinde yer alan gen tirlinlerinin molekiiler islevleri igin
molekiiler fonksiyon (Molecular Function, MF), gen {iiriiniinii islevini gergeklestirdigi
hiicresel kisimlar (Cellular Component, CC) ve hiicresel bilesen, ¢oklu molekiiler
aktivitelerinden olusan biiyiik siirecler i¢in biyolojik siire¢ (Biological Process, BP) seklinde
gruplandirilir. Yaban tip ve mutant (4forl) maya suslarina ait gen iirlinlerinin gen ontoloji
analizi R::clusterProfiler paketi (R, agik kaynak kodlu programlama araci)ve Shyni GO 76.3
kullanilarak gergeklestirildi (Ihaka ve Gentleman, 1996; Yu vd., 2012; Ge vd., 2020)

Yolak Analizi

RNA-dizileme ¢aligmalarinda deney ve kontrol gruplar1 arasindaki gen ekspresyon
seviyelerinde istatiksel acidan anlamli bir farklilik olup olmadigini incelemek igin yolak
(pathway) analizi kullanilmaktadir. Bu sayede molekiiler bir yolak iizerinde yer alan genlerin
ekspresyonlarindaki degisimler arastirilabilir ve biyolojik gruplarin fenotipik olarak farkl
olmalarmin nedenleri arastirilabilir. Bu amagla, yaban tip ve mutant (4¢or) maya suslarinin
diferansiyel ekspresyon analiz sonuglar1 R::gage program paketi kullanilarak yolak analizi
gergeklestirildi. Bu analiz programi GAGE (Generally Applicable Gene-set Enrichment
Analysis) farkli 6rnek biiyiikliiklerine ve farkli deneysel ¢caligmalarda uygulanabilen bir Gen-
Set analiz programidir (Luo vd., 2009). Yolak analizi icin KEGG (KEGG: Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) yolak veri tabaninda (www.kegg.jp) yer alan S.

cerevisiae S288C maya susuna ait veri seti kullanilmustir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Total RNA ve mMRNAOrneklerinin Konsantrasyonu ve Kalitesi
4.1.1. Total RNA Orneklerinin Konsantrasyonu ve Kalitesi

S. cerevisiae maya hiicrelerinden total RNA izolasyonu yapmak i¢in dncelikle yaban
tip (BY4741) ve Atorl mutant (Y06864) maya suslart minimal iireme ortaminda 30 °C
sicaklikta ve 120 g calkalama ile logaritmik asamaya kadar iiretildi. Her maya susundan iki
ayr1 kiiltiir hazirlanarak iiretildiginden c¢alismada analiz edilen 6rnekler iki ayri kiiltiirden
gelen o6rnekleri (yaban tip igin wtl ve wt2, Atorligin Atorl-1 ve Atorl-2) temsil etmektedir.
Logaritmik asamada maya kiiltlirleri steril distile su ile yikandiktan sonra total RNA
izolasyonu i¢in kullanildi. Maya suslarindan RNA izolasyon Total RNA izolasyon kiti
kullanilarak yapildi. izole edilen total RNA’larm kalitatif kontrolii agaroz jel elektroforezi
ile belirlenerek elde edilen sonug Sekil 19°da verildi.

Elde edilen total RNA’nin konsantrasyonu Qubit 3.0 Florometre cihazinda ve Agilent
Bioanalyzer cihazinda belirlendi (Tablo 4). Yaban tip maya hiicrelerinden izole edilen total
RNA’nin konsantrasyonu Qubit 3.0 Florometre cihazinda wt-1 i¢in 1080 ng/ul ve wt-2 i¢in
796 ng/ul olarak belirlendi. Ator! mutant maya hiicrelerinden izole edilen total RNA’nin
Qubit 3.0 Florometre cihazinda 6lgiilen miktar1 ise Aforl-1 i¢in 1020 ng/ul ve Atorl-2 igin
758 ng/ul olarak belirlendi. Agilent Bioanalyzer cihazinda belirlenen total RNA miktarlar
ise wt-1 i¢in 654 ng/pl, wt-2 igin 619 ng/ul, Atorl-1 i¢in 769 ng/ul ve Ator1-2 i¢in 530 ng/ul
olarak 6l¢iildii (Tablo 4).
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Sekil 19. Izole edilen total RNA 6rneklerinin kalitatif kontrolii

izole edilen total RNA’larin kalitesinin belirlenmesi RNA-Seq analizlerinin basarili
olmasi i¢in gereklidir. Total RNA’larin kalitesi RIN (RNA Integrity Number) degerine gore
belirlenir. Izole edilen total RNA’larin kalitesi Agilent Bioanalyzer cihazi kullanilarak
belirlendi. Bu cihazda sunulan RIN deger araligi 1 ile 10 arasinda olup RIN:10 degeri en az
bozunmay1 ve en yiiksek kalitedeki RNA o6rneklerini, RIN <6 degerler ise diisiik kaliteli
RNA o6rneklerini temsil etmektedir. Agilent Bioanalyzer cihazinda 6l¢iilen RIN degerlerini
gosteren elektroferogram goriintiileri wt-1 i¢in Sekil 20°de, wt-2 i¢in Sekil 21°te, Atori-1
icin Sekil 22°de ve Atori-2 igin Sekil 23’te verildi. Elde edilen sonuglara gore izole edilen
total RNA’larin RIN degeri wt-1 i¢in 7,1 olarak, wt-2 i¢in 7,3 olarak, Aforl-1 i¢in 7,3 olarak
ve Ator1-2 igin 7,2 olarak belirlendi (Tablo 4).

Tablo 4

Izole edilen total RNA orneklerinin miktar1 ve kalitesi

Ol¢iim Yontemi wt-1 wt-2 Atorl-1  Atorl-2
Qubit konsantrasyonu (ng/pl) 1080 796 1020 758
Agilent Bioanalyzer konsantrasyonu

654 619 769 530
(ng/ul)
Agilent Bioanalyzer sonuglari (RIN) 7,10 7,30 7,30 7,20
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4.1.2. mRNA Konsantrasyonu ve Kalitesi

Transkriptom dizilemesinin yapilabilmesi total RNA izolasyonunu sonrasinda RNA
tiirlinlin secilmesi ve NGS platformlar1 arasinda degisebilen bir RNA-Seq kiitiiphanesinin
olusturulmasi gerekmektedir. Dizileme kiitiiphanesinin olusturulmasi siireci istenen RNA
molekiillerinin izolasyonunu, RNA'min cDNA'ya ters transkripsiyonunu, rastgele
hazirlanmis ¢cDNA molekiillerinin parcalanmasini (veya c¢ogaltilmasini) ve dizileme
adaptorlerinin baglanmasini igermektedir. Genel olarak RNA molekiillerinin ¢ogunlugunu
rRNA (%95'inden fazlasini) olusturur. Basarili bir transkriptom dizilemesi i¢in rRNA'nin
verimli bir sekilde uzaklastirilmast 6nemli oldugu i¢in, bir¢ok protokol, poliadenile edilmis
(poly(A)) RNA'lar1 segerek Kkiitiiphane olusturmadan 6nce mRNA molekiillerini
zenginlestirmeye odaklanir (Kukurba ve Montgomery, 2015).

Bu nedenle ¢alismamizda poly(A) Yontemi ile mMRNA eldesi yontemi kullanilda.
Fragmente edilmis poly(A) RNA &rneklerinin konsantrasyon Qubit 3.0 Florometre cihazinda
olgiildii. Fragmente edilmis poly(A) RNA 6rneklerinin konsantrasyonu Wt-1 i¢in 7,36 ng/pl,
wt-2 i¢in 7,04 ng/ul, Atori-1 i¢in 9,68 ng/ul ve Atori-2 icin 8,30 ng/ul olarak belirlendi
(Tablo 5). Orneklerin cDNA molarite degerleri Agilent bioanalyzer cihazinda belirlendi.
Agilent Bioanalyzer cihazinda 6lgiilen cDNA molarite degerlerini gosteren elektroferogram
goriintiileri wt-1 igin Sekil 24°de, wt-2 i¢in Sekil 25°de, Atorl-1 igin Sekil 26’de ve Atorl-2
icin Sekil 27°de verildi. Elde edilen sonuglara gore 6rneklerin cDNA molarite degerleri wt-
1 i¢in 210,4 nmol/L, wt-2 i¢in 304,1 nmol/L, Atorl-1 i¢in 261,3 nmol/L ve Atorl-2 igin
271,3 nmol/L olarak belirlendi (Tablo 5).

Tablo 5
Fragmente edilmis poly(A) RNA orneklerinin konsantrasyon ve cDNA molarite degerleri

Ol¢iim Yontemi wt-1 wt-2  Atorl-1  Atorl-2

Qubit konsantrasyonu (ng/ul) 7,36 7,04 9,68 8,30

Agilent Bioanalyzer cDNA Molarite
(nmol/L)

210,4 304,1 261,3 271,3
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4.1.3. Dizileme Kalitesi Bulgulari

Dizileme islemi i¢in Thermo Fisher Scientific’in Ion S5 XL Ion Torrent Yeni Nesil
Dizileme cihazi kullanildi. Bu cihazin ¢alisma prensibine gore, DNA dizileme reaksiyonu
asamasinda kalip DNA dizisindeki her bir baz eslesmesinde seker-fosfat bagi koparak
ortama bir H" iyonu salimir. Bu salinim ortam pH’mi degistirerek reaksiyonun iginde
gergeklestigi yari iletken ¢ip icerisinde bulunan iyon sensorii tarafindan elektromanyetik
sinyal olarak kaydedilir. Bazlar ortama tek tek salinir ve her eslesmede bu sinyal degisimi
algilanir. Niikleotitlerin salinimi belli bir sirayla olur eslesmeyen baz olmasi durumunda

hi¢cbir pH degisimi dolayistyla sinyal degisimi olmaz.

Dizileme islemi tamamlandiktan sonra, her bir kiitiiphaneye (wt-1, wt-2, Atorl-1 ve
Atorl-2) ait sonuglar BAM (binary alignment and map) dosyast olarak Torrent Suite
Software programindan elde edildi. Cip yiikleme kapasitesi ortalama %90 basariyla, toplam
7,13 milyar bg ve 85 186 207 amplikon okumasi elde edildi. Dizilenen fragmanlarin ortalama
uzunlugu 84 bg olarak tespit edildi. Belirlenen cDNA ortalama fragment uzunlugunun
yaklasik 72-94 bg¢ arasinda oldugu ve 6rnek konsantrasyonun uygun oldugu gozlendi. Cip
yiiklemesine ait 1s1 haritasi, iyon kiireciklerin yiizdeleri ve ortalama fragman uzunlugu gibi
dizileme isleminin kalitesini gosteren degerler Sekil 28’de verildi. Dizileme islemi
sonrasinda Wt-1, wt-2, Atorl-1 ve Atorl-2 igin elde edilen okuma sayilari ve okumalarin
ortalama uzunlugu Tablo 6°da verildi. Elde edilen sonuglara gére RNA-Seq verilerinin

transkriptom analizi i¢in yiiksek kalitede oldugu tespit edildi.
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Sekil 28. Dizileme isleminin kalite 6zeti
Tablo 6
Dizileme sonrasi elde edilen kiitliphanelere ait okuma degerleri
Ornek Filtreden Toplam Ortalama
Gecen Toplam Q>20* Okunan Baz Okuma
Okuma Sayisi Sayisi Uzunlugu (bg)
wt-1 29 255 365 1801480637 2119186 855 72
wt-2 18 957 987 1445360172 1714626 685 90
Atorl-1 15787 260 1202542851 1423269485 90
Atorl-2 17988 939 1419594143 1694 578 602 94

* Q>20: Bir fragman boyunca gergeklesen %1 veya daha az hata pay1 ile bagarilabilmis

okumalari ifade eden deger

4.2. Genel Transkriptom Analizi

S. cerevisiae maya hiicrelerinde TOR1 geninin yoklugunda gergeklesen
transkripsiyonel degisim profili Diferansiyel gen ekspresyon analizi (Differential gene
expression, DEQ) ile belirlendi. Diferansiyel ekspresyon analizi, normallestirilmis okuma

sayist verilerinin belirlenmesi ve deney gruplari arasindaki ekspresyon seviyelerindeki
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kantitatif degisikliklerin tespit edilmesi i¢in kullanilir. Yaban tip ve mutant maya hiicreleri
icin iki farkl kiiltiirden gelen ve dublike olarak isleme alinan RNA-Seq verisi analiz edildi.
Ay kiiltiirlerden gelen ayni yaban tip maya hiicrelerinin (wt-1 ile wt-2) ve mutant maya
hiicrelerinin (4tor1-1 ile Ator1-2) gen ekspresyonlar: arasinda fark gézlenmedi. Diferansiyel
ekspresyon analizi sonucu ekspresyon agisindan en fazla farklilik gosteren 500 genin
karsilagtirma yapilan gruplardaki ekspresyonlar1 6rnek olarak 1s1 grafiginde gosterildi (Sekil
29). Yaban tip (wt) ve mutant (d4torl) maya hiicrelerinin karsilastirmali gen
ekspresyonlarinin volcano plot dagilim grafigi olusturularak Sekil 30°da verildi. Grafikte kat
degisim oran1 (Fold Change, FC) 1,5 (FC>1,5) olarak ayarlandi. Tiim genlerin log-CPM
(Counts Per million reads Mapped) ve AveExpr (Average expression) verileri
degerlendirildiginde yesil ile gdsterilen genler, iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli

ekspresyon degisimi gosteren genleri ifade etmektedir.

YJR066W geninde mutant 6rneklerde hi¢ okuma bulunmamasina ragmen yaban tip
maya hiicrelerinde ortalama 250 okuma mevcuttur. Bu tiir ‘0’ degerindeki okuma degerleri
normal ekspresyon calismalarinda beklenmeyen bir durum olmasi sebebiyle, “low abundant”
etiketi ile analizlerden ¢ikarilmaktadir. Calismamizda ise bu genin (TOR1) knock-out olmasi
sebebiyle 0 okuma degerinin bir anlam1 mevcuttur. Fakat calisma basinda konulan

“abundance” filtresi sebebiyle, ilk analizlerden ¢ikarilmistir
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Sekil 29. Yaban tip ve mutant maya hiicreleri arasinda gen ekspresyonu en fazla farklilik

gosteren 500 gen i¢in olusturulan 1s1 grafigi.
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Sekil 30. Yaban tip ve mutant maya hiicreleri arasinda yapilan karsilastirma sonrasinda
belirlenen gen ekspresyon seviyelerine gore olusturulan volcano plot dagilim grafigi (NS:

Non significant; Log» FC: Logz Fold Change)

4.3. Hiicre Dongiisiiniin Transkriptomik Analizi

Hiicre biiylimesi, ¢esitli sinyal yollarindan olugan bir ag tarafindan diizenlenen,
kapsamli bir sekilde koordine edilmis temel biyolojik bir siiregtir (Henriques vd., 2014;
Ward ve Thompson, 2012). S. cerevisiae maya tiiriiniin hiicre dongiisiinde ve hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesinde gorevli genlerin listesi Cycle Base
(https://cyclebase.org/CyclebaseSearch) veri tabanindan S. cerevisiae organizmasi segilerek
bilgisayar ortamina indirildi. Genler hiicre dongiisii safhalarina (G1, S, G2, M) gore
gruplandirildi. Birden fazla hiicre dongiisii safhasinda (G1 ve S, S ve G2, G2 ve M) gorevli
genler ayrica gruplandirildi. Hiicre dongiisti ve regulasyonunda goérevli genler ile RNA seq

analizi sonrasi elde edilen genler belirlendi (Sekil 31).

Hiicre dongiisiiniin G1 fazinda gorevli 1463 genden 191 genin, S fazinda gorevli

1147 genden 140 genin, G2 fazinda gorevli 2372 genden 169 genin ve M fazinda gorevli
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https://cyclebase.org/CyclebaseSearch

2137 genden 123 genin RNA seq verisinde okuma degeri olmadigi belirlendi. Ayrica G1 ve
S safhalarinda gorevli 178 genden 16 tanesinin, S ve G2 safhalarinda gorevli 269 genden 29
tanesinde, G2 ve M safhalarinda gorevli 535 genden 26 tanesine karst RNA seq okumasi
alinmadig1 gozlendi (Sekil 31). Hiicre dongiisii ve regulasyonunda gerekli ancak RNA seq

okuma degeri olmayan genler analizlerde kullanilmadi.
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Hiicre dongiisii ve regulasyonunda gorevli ve RNA seq okumasi alinan genlerden, 1-
2 kat araliginda degisim gosteren genler (Fold Difference<?2) istatistiksel olarak anlamli
ekspresyon degisimi gostermeyen olarak kabul edildi. Ancak bu genler hiicre dongiisii ile
iliskili genler oldugundan dolay1 bu genlerin sayilar1 ve degisim oranmi hiicre dongiisii
safhalarina gore Sekil 32’de verildi. Hiicre dongiisiiniin G1 fazinda gorevli 1272 genden 487
tanesinin 1-1,5 kat 282 tanesinin 1,5-2 kat; S fazinda gérevli 1007 genden 462 tanesinin 1-
1,5 kat 248 tanesinin 1,5-2 kat; G2 fazinda gorevli 2206 genden 1089 tanesinin 1-1,5 kat 479
tanesinin 1,5-2 kat; M fazinda gorevli 2014 genden 874 tanesinin 1-1,5 kat aras1 440
tanesinin 1,5-2 kat; G1+S fazinda gorevli 162 genden 64 tanesinin 1-1,5 kat 42 tanesinin
1,5-2 kat; G2+S fazinda gorevli 240 genden 115 tanesinin 1-1,5 kat 61 tanesinin 1,5-2 kat
ve G2+M fazinda gorevli 509 genden 275 tanesinin 1-1,5 kat 100 tanesinin 1,5-2 kat arasi
degisim gosterdigi belirlendi (Sekil 32).
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Hiicre dongiisii ve regulasyonunda gorevli ve RNA seq okumalari alinan genlerden
2-10 kat araliginda (FD <10) degisim gosteren genlerin hiicre dongiisiiniin safhalarina gore
dagilimi Sekil 33°de verildi

Hiicre dongiisiiniin G1 fazinda gorevli 360 genin 2-4 kat 91 genin ise 4-10 kat, S
fazinda gorevli 252 genin 2-4 kat ve 39 genin 4-10 kat, G2 fazinda gorevli 533 genin 2-4 kat
92 genin 4-10 kat, M fazinda goérevli 549 genin 2-4 kat ve 119 genin 4-10 kat, G1 ve S
fazinda gorevli 49 genin 2-4 kat ve 5 genin 4-10 kat, G2 ve S fazinda gorevli 52 genin 2-4
kat ve 10 genin 4-10 kat,. G2 ve M fazinda goérevli 117 genin 2-4 kat ve 16 genin 4-10 kat
aras1 degisim gosterdigi belirlendi. TOR1 geninin yoklugunda hiicre dongiisii ve
regulasyonunda gorevli olan ve 2-10 kat degisim gosteren genlerden 1000 tanesinin

ekspresyonunun arttigi 887 genin ise ekpresyonunun azaldig: tespit edildi.
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Hiicre dongiisii ve regulasyonunda gorevli ve RNA seq okumalar1 alinan genlerden
10-50 kat araliginda (10<FD<50) degisim gosteren genlerin hiicre dongiisiiniin safhalarina

gore dagilimi Sekil 34°da verildi.

Hiicre dongiisiiniin G1 fazinda gorevli 20 genin, S fazinda gorevli 5 genin, G2
fazinda gorevi 9 genin, M fszinda goérevli 18 genin, G1 ile S fazinda goérevli 1 genin, S ile
G2 fazinda gorevli 2 genin ve G2 ile M fazinda gorevli 1 genin 10 ile 20 kat arasinda degisim
gosterdigi belirlendi(10<FD<20). Ayrica G1 fazinda 24 genin, G2 fazinda 1 genin ve M
fazinda 13 genin ekspresyonunun 20-50 kat (20<FD<50) oraninda artis gosterdigi tespit
edildi. TOR1 geninin yoklugunda ekspresyonlari 10 ile 20 kat oraninda artis gosteren
genlerin listesi Tablo 7°de, 20 ile 50 kat oraninda artig gosteren genlerin listesi Tablo 8’de
verildi. Hiicre dongiisii safhalari ile iliskili bulunan ve 20 kat ve tizeri kat degisim gdsteren

genlerin fonksiyonlar1 ve degisim miktarlar1 Tablo 9°da verilmistir.
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Tablo 7

Hiicre dongiisiiniin safhalarinda gorevli olan ve 10-20 kat oraninda degisim gosteren genler

Hiicre Dongiisii

10-20 Kat Degisim Gosteren Genler

Safhalar:
GDB1 JEN1I  NQM1 STF2 USVv1
GSY2 LEE1  PBI2 SUE1 XBP1
Gl GUT?2 MAL11 PHM7 TFS1 YJR115W
ISF1 MIG1  SDH1 TPS1 YNL195C
S PUT1 UGP1  YDRI133C YLR177W  YNL195C
- ADR1 NCE10 PUT1 SPL2 YKRO75C
FUN19 PHO84 RGI2 UGP1
ACH1 GIP2  SDH4 TPK2 YNL234W
" EIS1 KIN82  SDS24 TPS2 YPL247C
FMP48 LSP1  SPL2 YBR285W
GCY1 MTH1  TDH1 YER121W
G1+S YNL195C
G2+S UGP1 PUT1
G2+M SPL2
Tablo 8

Hiicre dongiisiiniin safhalarinda gorevli olan ve 20-50 kat oraninda degisim gosteren genler

Hiicre Dongiisii

20-50 Kat Degisim Gosteren Genler

Safhalari
ALD4 GAD1 HSP12 PGM2 TSL1
CTT1 GLC3 HXT2 PHO89 ZNF1
Gl DCS2 GLK1 HXT5 RTC3 YGRO0O67C
EMI2 GPH1 MSC1 RTN2 YMR206W
MPC3 GSY1 OM45 SOL4
S -
G2 HSP30
M ALD6 FMP16 MAL31 SPI1 YRO2
BDH2 FMP45 SPG1 AQY3
CYC7 IGD1 SPG4 YGP1
G1+S -
G2+S -
G2+M -
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Tablo 9

Hiicre dongiisii safhalari ile iligkili bulunan ve 20 kat ve {izeri kat degisim gosteren genlerin

fonksiyonlar1 ve degisim miktarlari

Gen
Ad1

Gen
Kodu

Fonksiyonu

Degisim

Miktanr (FD)

GAD1

YMR250W

GlutAmate Decarboxylase; glutamat
katabolizmas1 sirasinda glutamati gama-
aminobiitirik aside (GABA) doniistiiren enzim;
Oksidatif stres yanitinda gorev alir

21,2

IGD1

YFRO17C

Inhibitor of  Glycogen Debranching;
Sitoplazmik  protein,  Gdbl  proteinin
Debranching  aktivitesini  onler.  DNA
replikasyon stresine yanit olarak protein miktari
artar; YOL024W ile paralogdur.

21,2

MPC3

YGR243W

Mitochondrial ~ Pyruvate  Carrier; MPC,
mitokondriyal i¢ zara yerlesir ve piruvat
alimma aracilik eder. Fermente edilemeyen
karbon kaynaklarinda biiylime sirasinda
ekspres edilir. DNA replikasyon stresine yanit
olarak protein miktar1 artar; MPC2 ile
paralogdur

21,2

BDH2

YALO61W

BDH1 (Butanediol DeHydrogenase) enzimine
benzer orta zincirli alkol dehidrojenaz; aktif
PDR1 ve PDR3 varliginda BDH2
transkripsiyonu devamli olarak ekspres edilir.
BDH2, igermeyen maya hiicreleri hiperozmotik
strese duyarli olup aglik stresine kars1 direngleri
azalir

21,8

MAL31

YBR298C

MALtose fermentation; yiiksek afiniteli maltoz
tastyict  protein.MAL31 icermeyen maya
hiicrelerinin strese direnci azalir

22,5

ZNF1

YFLO52W

ZINc Finger protein; transkripsiyon faktori;
solunum, glikoneogenez ve glioksilat sant1 ile
ilgili genlerin promotorlerine baglanir; normal
karbon kaynagi kullanimi ve Ozellikle
fermentatif olmayan metabolizma sirasinda pH,
ozmotik ve etanol stresine uyum i¢in gereklidir

22,6

ALDG6

YPLO61W

ALdehyde Dehydrogenase; Sitozolik aldehit
dehidrojenaz enzim; Mg?" tarafindan aktive
edilir ve koenzim olarak NADP*'y1 kullanir;
asetaldehitin  asetata doniistiiriilmesi  icin
gereklidir; devamli olarak ekspres edilir;
oksidatif stres sonrasi sitozolik enzim
mitokondri dis yiizeyine yerlesir

22,7

YMR206W

Islevi bilinmeyen protein; YNRO14W ile
paralogdur

22,5
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OM45

YIL136W

Outer  Membrane;  iIslevi  bilinmeyen
mitokondriyal dis zar protein. DNA
replikasyon stresine yanit olarak protein miktari
artar

22,5

SPI1

YER150W

Stationary Phase Induced; Zayif asit direncinde
yer alan GPI bagimli hiicre duvari proteini;
bazal gen ekspresyonu i¢in Msn2p/Msndp
gereklidir; SPI1 ekspresyonu, stres kosullari
altinda ve diauksik kayma sirasinda aktive olur;
SED1 ile paralogdur

23,3

AQY3

YFLO54C

AQuaporin from Yeast; Kanal benzeri protein;
Fpslp'ye benzer; etanol varliginda gliseroliin
pasif difiizyonuna aracilik eder. Fazla ekspres
edildiginde rapamisin duyarlilig: artar

23,4

FMP16

YDRO70C

Found in Mitochondrial Proteome; Fonksiyonu
bilinmeyen protein; Stres kosullarina yanit
vermede gorev aliyor olabilir. DNA
replikasyon stresine yanit olarak protein miktari
artar

23,5

EMI2

YDR516C

Early Meiotic Induction; diisiik glikoz igeren
ortamda heksokinaz aktivitesine sahiptir.
EMI2 gen ekspresyonu glukoz azliginda ve
fermente edilemeyen karbon kaynaginda artar.
Fermente edilemeyen karbon kaynaklarinda
biiyiime sirasinda aktive olur. Erken mayoz-
spesifik transkripsiyon faktoriiniin  (IME1)
transkripsiyonel indiiksiyonu icin gereklidir;
sporlanma i¢in gereklidir; ekspresyonu glukoz-
represyon transkripsiyon faktorleri (Migl/2p)
tarafindan diizenlenir; GLK1 ile paralogdur,
DNA replikasyon stresine yanit olarak protein
miktar artar

24,8

TSL1

YML100W

Trehalose Synthase Long chain; Trehaloz 6-
fosfat sentaz/fosfataz kompleksinin biiyiik alt
birimidir; maya hiicrelerinin 1s1 stresinde
hayatta kalmasi igin gereklidir. TPS3 ile
paralogdur

25,6

SPG1

YGR236C

Stationary Phase Gene yiiksek sicaklikta
duragan safhadaki maya hiicrelerinin hayatta
kalmas1 i¢in gerekli protein; fermente
edilemeyen karbon kaynaklarinda biiylime icin
gerekli degildir; mitokondride lokalize olur

25,9

HSP30

YCRO021C

Heat Shock Protein; H*-ATPase Pmalp'nin
negatif diizenleyicisi; stress cevap proteini; 1st
soku, etanol muamelesi, zayif organik asit,
glikoz sinirlamast ve duragan faza giris ile
active edilir. Plazma zarinda lokalize olur

26,0
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YRO2

YBRO54W

Asit stresine yanit olarak varsayilan rolii olan
protein; null mutant, asetik aside duyarlidir;
transkripsiyon, Haalp tarafindan diizenlenir ve
asetik asit varhiginda indiiklenir; asetik asit
varliginda plazma zar1 odaklarinda gézlenen
protein asetik asit mamelesinde mitokondri ve
plazma zarinda lokalize olur. Ekspresyonu
asetik asit ile aktive olur. MRHL1 ile paralogdur

26,5

CTT1

YGRO88W

CaTalase T; Sitozolik enzim; hidrojen
peroksitin neden oldugu oksidatif hasardan
hiicrenin korunmasi igin gereklidir. CTT1 geni
yoklugunda hiicrenin  kronolojik  yasam
uzunlugu artar, CTT1 geni yoklugunda hiicreler
kuraklik, 1s1 soku,oksidatif stress ve diger
kimyasallarin stresine kars1 direngli olamaz

27,7

CYC7

YELO39C

CYtochrome C; hipoksik kosullarda ifade
edilir; hiicresel solunum sirasinda elektronlar
ubikinon-sitokrom ¢ oksidorediiktazdan
sitokrom c¢ oksidaza aktaran mitokondrinin
zarlar aras1 boslugunda lokalize olan tasiyict
protein; CYCL1 ile paralogdur

28,5

YGRO067C

Islevi bilinmeyen protein; Adrlp proteinine
benzer bir ¢inko parmak motifi icerir

29,0

PHO89

YBR296C

PHOsphate metabolism; Plazma zarinda
(Na*/Pi ig¢in) tasiyict protein: symporter;
inorganik fosfat konsantrasyonu ve Pho4p
tarafindan transkripsiyonu diizenlenir

29,6

GLC3

YELO11W

GLyCogen; Glikojen dallanma enzimi glikojen
birikiminde gorevli, DNA replikasyon stresine
yanit olarak nukleustan sitoplazmaya gecer

30,0

HXTS

YHRO96C

HeXose Transporter; Glikoz i¢in orta derecede
afiniteye sahip heksoz tasiyici protein; fermente
edilemeyen karbon kaynaklarinda active edilir.
HXT3 ile paralogdur

31,0

GLK1

YCLO40W

GLucoKinase; Glikozun C6’da
fosforilasyonunu katalize eden enzim; fermente
edilemeyen karbon kaynaklarinda ekspresyonu
artar, EMI2 ile paralogdur

32,4

RTC3

YHRO87W

Restriction of Telomere Capping; RNA
metabolizmasinda yer alan ve fonksiyonu
bilinmeyen protein; nukleus ve sitoplazmada
lokalize olur. DNA replikasyon stresine yanit
olarak protein miktar: artar

34,6

SPG4

YMR107W

Stationary Phase Gene yiiksek sicaklikta
duragan safhadaki maya hiicrelerinin hayatta
kalmas1 i¢in gerekli protein; fermente
edilemeyen karbon kaynaklarinda biiyiime igin
gerekli degildir; mitokondride lokalize olur

34,8
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MSC1

YML128C

Meiotic  Sister-Chromatid  recombination;
Fonksiyonu bilinmeyen protein; mitokondriyal
protein, mayotik rekombinasyonda gorevli,
ayrica hiicre zar1 ve endoplazmik retikulumda
lokalize olabilir

36,6

RTN2

YDL204W

ReTiculoN-like; niikleer gbzenek olusumu ve
ER tiibiiler yapisinin olusumunda gorevli. DNA
replikasyon stresine yanit olarak protein miktari
artar ve tekrar plazma zarina yerlesir

36,5

SOL4

YGR248W

Suppressor Of Los1-1; 6-fosfoglukonolaktonaz
enzimi; DNA replikasyon stresine yanit olarak
protein miktart artar; nukleus ve sitoplazmada
lokalize olur. SOL3 ile paralogdur

39,2

ALD4

YOR374W

ALdehyde Dehydrogenase; Mitokondriyal
aldehit dehidrojenaz enzimi; etanol varliginda
biliylime ve asetaldehitin asetata doniisiimii i¢in
gereklidir; gen ekspresyonu glikoz tarafindan
baskilanir; sitozole yonlendirildiginde sitozolik
NADP'ye bagimli aldehit dehidrojenazin yerini
alabilir. Mitokondride lokalize olur

40,4

HXT2

YMRO11W

HeXose Transporter; yiiksek afiniteli glikoz
tasiyic1  protein; gen ekspresyonu, diisiik
glukozda ektive edilirken yiiksek glukozda
baskilanir. Hiicre zarinda lokalize olur

41,5

HSP12

YFLO14W

Heat Shock Protein; Membran
organizasyonunun muhafazasinda gorev alan
plazma membran proteini; stres kosullarinda
zar yapisinin korunmasinda gorev alir; 1s1 soku,
oksidatif stres, osmotik stres, duragan faz,
glukoz yoklugu, oleat ve alkol muamelesi ile
active edilir. DNA replikasyon stresine ve besin
kisitlamasina yanit olarak protein miktari artar;
HOG ve Ras-Pka yollari tarafindan diizenlenir;
besin kisitlamasina bagli yasam siiresinin
uzatilmasi ic¢in gereklidir

42,9

YGP1

YNL160W

Yeast GlycoProtein; Hiicre duvari ile ilgili salgi
glikoproteini; besin eksikliginde ve duragan
faza girdikten sonra biiylimenin durmasiyla
aktive edilir; SPS100 ile paralogdur

43,0

PGM2

YMR105C

PhosphoGlucoMutase; heksoz
metabolizmasinda 6nemli bir adim olan glikoz-
1-fosfattan glikoz-6-fosfata doniisiimii katalize
eden enzim; DNA replikasyon stresine ve besin
kisitlamasina yanit olarak protein miktar artar.
PGML1 ile paralogdur

44,8

GSY1

YFR015C

Glycogen SYnthase; glikojen sentezinden
sorumlu enzim; glukoz azhgmda, azot
acliginda, cevresel streste ve duragan faza
giriste ekspresyonu artar; GSY2 ile paralogdur

47,2
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GPH1

YPR160W

Glycogen PHosphorylase; Glikojenin
mobilizasyonu i¢in gerekli olan glikojen
fosforilaz ~ enzimi;  Cdc28p  tarafindan
fosforilasyonu, karbonhidrat metabolizmasini
ve hiicre dongiisiinii control eder; gen
ekspresyonu, strese tepki elemanlart ve HOG
MAP kinaz yolu tarafindan diizenlenir

47,8

FMP45

YDL222C

Found in Mitochondrial Proteome; Mitokondri
zarinda lokalize olan zar proteini; sporlanma ve
sfingolipid igeriginin korunmasi i¢in gereklidir;
SURT'ye benzer; YNL194C ile paralogdur

48,3

DCS2

YOR173W

DeCapping Scavenger; stress kaynakli active
edilen protein, Dcslp'yi inhibe eder; Msn2p,
Msndp ve Ras-CAMP-cAPK sinyal yolu
tarafindan diizenlenir; DCS1 ile paralogdur,
DCS2geninin yoklugunda biiyiime yavaslar ve
duragan safhada hayatta kalma siiresi uzar

48,4

50 kat ve lizerinde (FD>50) degisim gosteren genlerin hiicre dongiisiiniin safhalarina
gore dagilimi Sekil 35°te verildi. G1 fazinda gorevli 7 genin, S fazinda 1 gorevli 1 genin, M
fazinda gorevli 1 genin G1+S fazinda gorevli 1 genin ekspresyonlart 50 ile 100 kat arasinda
artis gosterirken, G1 fazunda gorevli 1 genin ekspresyonunun 238,6 kat arttig1 tespit edildi.

TOR1 geninin yoklugunda ekspresyonu 50 kat ve lizerinde degisim gésteren genlerin listesi

Tablo 10°da, fonksiyonlari ise Tablo 11°de verildi.
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Tablo 10

Hiicre dongiisti safhalari ile iligkili 50 kat ve tizeri degisim gosteren genler

Hiicre Dongiisii Safhalar:

50 Kat ve Uzerinde Degisim Gosteren Genler

HXK1,DDR2, HXT4, HXT6, HXT7, HSP26,

Gl TMA10, YNL194C,
S TMA10
G2 -
M RCK1
G1+S TMA10
G2+S -
G2+M -
Tablo 11

Hiicre dongiisii safhalari ile iliskili 50 kat ve tizeri degisim gdsteren genlerin fonksiyonlari

ve degisim miktarlari

Gen
Adi

Gen
Kodu

Fonksiyon

Degisim
Miktari

TMA10

YLR327C

Translation Machinery Associated; Ribozomlarla
iliskilendirilen ancak islevi bilinmeyen protein; DNA
replikasyon stresine yanit olarak protein miktar: artar;
sitoplazma ve nukleusta lokalize olur, STF2 ile
paralogdur

53,4

HXT4

YHR092C

HeXose Transporter; Yiiksek afiniteli glikoz tastyict
protein; gen ekspresyonu diisiik glukoz seviyesinde
aktive edilirken yiiksek glukoz seviyesinde baskilanir,
HXT?7 ile paralogdur

53,3

HSP26

YBRO72W

Heat Shock Protein; saperon aktivitesine sahip kiigiik
1s1 soku proteini; 1s1 stresine cevapta gorev alir.
Sitoplazma ve nukleusta lokalize olur

53,8

RCK1

YGL158W

Radiation  sensitivity ~Complementing  Kinase;
Oksidatif stres tepkisinde yer alan protein kinaz;
Ubp3p fosforilasyonunun  aktivasyonu yoluyla
psodohifal biiyiimeyi tesvik eder; RCK2 ile
paralogdur

75,4

YNL194C

Integral zar proteini; sporlanma ve plazma zarimnmn
sfingolipid igerigi i¢in gerekli protein; SURT7'ye
benzer; FMP45 ile paralogdur

77,3
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HeXose Transporter; yiiksek afiniteli glikoz tasiyici
protein, yiiksek glikoz varliginda HXT gen
ekspresyonunun bastirilmast igin Snf3p gereklidir;
HXT1 ile paralogdur

HXT6 YDR343C 77,6

HeXose Transporter; yiiksek afiniteli glikoz tasiyici
HXT7 YDR342C  |protein, yiiksek glikoz varliginda gen ekspresyonu| 79,5
bastirilir ifade; HXT4 ile paralogdur

DNA Damage Responsive; Coklu stres tepki proteini;
Vakuolar  protein, gen ekspresyonu ¢esitli
ksenobiyotik ajanlar ve c¢evresel veya fizyolojik
stresler tarafindan aktive edilir. DDR2 geni
yoklugunda maya hiicrelerinin duragan safhada
hayatta kalma oran1 azalir. HORY ile paralogdur

DDR2 YOLO052C-A 86,3

HeXoKinase; glikoz metabolizmasi  sirasinda
glikozun fosforilasyonunu katalize eden sitosolik
enzim; gen ekspresyonu, glikoz disindaki karbon
kaynaklarinda biiylime sirasinda aktive olur; glikoz
tarafindan baskilanirken Hxk2p gereklidir; HXK2 ile
paralogdur

HXK1 YFR053C 238,6

4.4. Hiicre Dongiisiiniin Fonksiyonel Analizi

4.4.1. Hiicre Dongiisiiniin GO Analizi

Gen ontolojisi, gen islevini tanimlamak i¢in kullanilan kavramlari/siniflar1 ve bu
kavramlar arasindaki iligkileri tanimlamaktadir. Gen ontolojisi analizi ile ifadesi degisen
genler ti¢ farkli oOzellige gore gruplandirilirlar. (1) Molekiiler Fonksiyon (Molecular
Function, MF): Gen f{iriinlerinin molekiiler aktivitelerini kapsar, (2) Hiicresel Bilesen
(Cellular Component, CC): Gen tiriinlerinin hiicrede bulundugu yerleri kapsar, (3) Biyolojik
Siire¢ (Biological Process, BP): Coklu gen iirlinlerinin faaliyetlerinden olusan yollar1 ve daha

biiyiik siiregleri igerir.

Gen ontoloji analizi sonuglarina gore biyolojik siiregte en ¢ok degisim gosteren ilk
10 grupta bulunan genlerin sayilar1 Sekil 36’da verildi. GO analizi sonucunda biyolojik
stireglerde gorevli genlerden 924 tanesinin organonitrojen bilesik metabolik siiregte, 294
genin riboniikleoprotein kompleksinin biyogenezi siirecinde, 270 genin ribozom biyogenezi
stirecinde, 240 genin NcRNA isleme siirecinde, 196 genin rRNA metabolik siirecinde, 189
genin rRNA isleme siirecinde, 142 genin sitoplazmik translasyon siirecinde, 110 genin

ribozomal kiigiik alt birim biyogenezi siirecinde, 89 genin SSU-rRNA'nin olgunlasmasi
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stirecinde ve 82 genin trisistronik rRNA transkriptinden SSU-rRNA'nin olgunlasmasi

stirecinde gorevli oldugu belirlendi.
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Gen ontoloji analizi sonuglarina gore molekiiler fonksiyonda en ¢ok degisim gosteren
ilk 10 grupta bulunan genlerin sayilar1 Sekil 37°de verildi. Molekiiler fonksiyonuna gore
olusturulan gruplamada 813 genin organik siklik bilesik baglama fonksiyonuna, 807 genin
heterosiklik bilesik baglama fonksiyonuna, 652 genin iyon baglama fonksiyonuna, 497 genin
niikleik asit baglanmasi fonksiyonuna, 280 genin RNA baglanmasi fonksiyonuna, 203 genin
yapisal molekiil aktivitesi fonksiyonuna, 166 genin oksidorediiktaz aktivitesi fonksiyonuna,
157 genin ribozomun yapisal bileseni olma fonksiyonuna, 52 genin rRNA baglama

fonksiyonuna, 24 genin snoRNA baglanmasi fonksiyonuna sahip oldugu tespit edildi.
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Hiicre dongiisiinde gorevli olan genlerin Hiicresel Bilesen analiz sonucuna goére en
cok degisim gosteren ilk 10 grupta bulunan genlerin sayilar1 Sekil 38°de verildi. 645 genin
hiicre i¢i zarla bagl olmayan organel yapisinda, 645 genin zarla smirli olmayan organel
yapisinda, 370 genin sitosolde, 296 genin riboniikleoprotein kompleksinin yapisinda, 188
genin gekirdekgikte, 171 genin ribozom yapisinda, 158 genin ribozomal alt biriminde, 138
genin sitozolik ribozomlarda, 100 genin preribozom yapisinda, 74 genin Sitozolik biiyiik

ribozomal alt birim yapisinda bulundugutespit edildi.
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4.4.2. Hiicre Dongiisiiniin KEGG Analizi

Yolak analizi, bir molekiiler yolak i¢inde yer alan proteinleri kodlayan genlerin
ekspresyonunun, deney ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosterip gostermedigini belirlemek igin yapilir. Boylece bir yolaktaki gen ekspresyonundaki

degisiklikleri inceleyerek biyolojik gruplar arasindaki fenotip farkliliklart belirlenmis olur.

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde goérevli olan genlerin transkriptom analizi
sonucunda 2 kat ve lizerende degisim gosteren 2536 genin KEGG yolak analizi ve GO

analizi Shyni GO 76.3 ¢evrimici program kullanilarak yapildi.

Hiicre dongiisiinde ve regiilasyonunda gorevli genlerin KEGG yolak analizi sonrasi
elde edilen yolaklar ve gen sayilar1 Sekil 39°da verildi. Hiicre dongiisiinde gorevli 2 kat ve
izeri ifade degisimi olan genlerin KEGG analiz sonuglarina goére, 360 genin metabolik
yollarda, 175 genin sekonder metabolit biyosentezinde, 121 genin ribozom yolaklarinda ve

50 genin ribozom biyogenezinde bulundugu belirlendi.

Gen ekspresyonunun degisim seviyesine gore sirastyla ekspresyon degisimi gosteren
metabolik yolaklar ise ribozom biyogenezi (121 gen), 6karyotlarda ribozom biyogenezi (50
gen), sekonder metabolitlerin biyosentezi (175 gen) ve metabolik yolaklar (360 gen) olarak
belirlendi. Ribozom yolaginda degisim gosteren genlerin listesi Tablo 12°de, 6karyotlarda
ribozom biyogenezi yolaginda degisim gosteren genlerin listesi Tablo 13’e, sekonder
metabolitlerin biyosentezi yolaginda degisim gosteren genlerin listesi Tablo 14’te ve

metabolik yolaklarda degisim gosteren genlerin listesi Tablo 15°te verildi.

77



KEGG Yolaklar1

Metabolik yollar (sce01100) — 360

Sekonder metabolitlerin biyosentezi (sce01110) _ 175

Okaryotlarda ribozom biyogenezi(sce03008 ) - 50

Ribozom (sce03010) _ 121

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Gen sayisi

Sekil 39. Hiicre dongiisiinde gorevli 2 kat ve tizeri degisim gosteren genlerin KEGG analiz

sonuglari
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Tablo 12

Ribozom metabolik yolaginda ekspresyon degisimi gosteren genler

KEGG Yolag Gen Kodu

RPL32 RPP2B RPL26B RPL14A RPS17A  RPL25
RPL4A MRP20 RPL11B RPS27A  YMLG6 RPL3
RPS11B  RPL12B RPL24B RPL17A RPS1B RPS7A
MRPS9 RPS17B RPSOA RPS21A  RPLG6A MRPL23
RPS6B RPS18A RPL14B RPLS8B RPL13B  RPS28A
RPS9B RPL27B RPS20 RPL15A RPS16A  RPL33B
RPL21A RPL37B RPLS8A RPSOB MRPS17  RPS10A
RPS14A  RPL34A RPL27A RPL22A RPL36A  RPS12
RPS29B  RPS8B RPS27B  RPL10 RPS10B  MRPS16
RPL31A RPL23B RPL42B RPS31 RPL9B RPL21B
RPP1A RPS26B RPS4B RPL37A RPL16B  RPS9A
RPL1I3A  RPL22B RPL2B RPS28B  RPS7B RPL5
RPP1B RPL30 RPL34B RPS30A RPS3 RPL33A
RPL41B  RPL24A RPS24B  RPL38 MRPL10 RPL7B
RPL35B RPL7A RPL16A RPPO RPL18B  RPL11A
MRPL11 RPL28 RPL40A RPL26A RPS19B RPS23B
RPL4B RPS2 RPS21B  RPS22B  MRPS18

RSM10 RPL1B RPL17B RPS29A MRPS12

RPS13 RPLO9A RPS22A RPL31B RPP2A

MRX14 RPS26A RPS14B  RPSI1A RPS15

MRPL1 RPS25A RPS5 RPL6B RPS19A

Ribozom
(sce03010)
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Tablo 13

Okaryotlarda ribozom biyogenezi metabolik yolaginda ekspresyon degisimi gdsteren genler

KEGG Yolag Gen Kodu

POP8  NUGI _ UTP9 _ NOP56  POP3

POP7  LSGL  UTPI18 UTP13  NOG2

PWP2  POP6  UTPI0 UTP21  RCL1

) . NOP1  UTP22 MPP10 UTP14  GSP2
Okarygti;zrﬁl ?Z‘ib‘”"m NHP2  UTP8  RIX7  UTP15  NOPS58

ee08000) UTP4 RNH70 SDOL  RNTL  NOP4

UTP5 RPPL  DIP2  IMP4  NOGI

UTP6 GARL RMP1  KRE33 NANI1
SNM1  IMP3  CBF5  RIAL  HRR25

SNU13 NMD3 EMGL  POPL  BMSL
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Tablo 14

Sekonder metabolitlerin biyosentezi metabolik yolaginda ekspresyon degisimi goOsteren

genler
KEGG Yolag Gen Kodu
ACSI ARO3  STR3 _ PHSL IMD4  MDH2
BDHI HEMI13 ADE57 ACO2 HMGL ARGS
BDH2 HEM12 HXK2 MET3 TSL1  RIB4
SCTL TPS2  MCYL BAT2 COQ5 RKI1
RIBL SDH4 NQM1 UGP1 ERGI3 LEU9
PRS4 HEML1 ERG25 OARl ADH3  IDH2
NTH2 FMN1 CTTL  FBA1 PGM2 LSC1
COQ1 DPP1  CYS4 YNKI HFD1 HEMI5
RFSL  INM2  TDAI0 MDH1 SHH3  MOD5
TPSI PRO1  SER2  AATI PAH1  PRO2
ADH5 ASP1  LSC2  SDH3 ALD3  PYK2
TYR1 STEI4 SOL4  SDH1 ALD2 ALD4
MET8 SAM2 ENO1 GLGL GCV2 ALDS6
. PDB1 LPP1 COQ6 GPT2 ERG2 CARL
SEKO”dBei;'Sgs;"’t‘gzoi““er'” HIS? EMI2 ARG4 METL GAD1  SAMA4
6ae01110) ILV6 PADL  INM1 TGL4 TPS3  CIT3
GLKI GLC3 PAN5 SDH2 RCEL ATH1
CHA1 HEM14 ERGY9 MHTL PRM15 ARO7
YCP4 PRO3 BATI  ERG3 ADE4  ASN1
CIT2 HOM3 IMD2 ERG27 IDHL  GPHI1
SOL2 HISI  HIS6  PUTL LATI
GPM2 ICL1  SER33 ACS2 ZWF1
GPD1 ARG56 KGDI  ASP3-4 GOR1
FADI COX15 GUT2 IDP2  PHA2
MDH3 ADK2 POTL  SAM1 CIT1
THI3 AGXL  SUC2 PNP1 GPM3
LYS20 GSYL  DAL7  GSY2 ARGl
NUSI HIS2  TDH1  FBP1  GPD2
NTHI HXKI  ARG2 CAR2  ADH1
PST2 IRC7  ARG3 AMDI COQ3
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Tablo 15

Metabolik Yolaklarda ekspresyon degisimi gosteren genler

KEGG Yolag Gen Kodu

CYS3 ATP16 PRO3 QCR10 PMT4 IMD4 RIB4
CYC3 GPM2 PHM8 ARG4 BAT2 DAK1  HST3
ACS1 DIA3 HOM3 PUT2 MET14 HMG1 GLO4
GDH3 FAD1  HIS1 INM1 ATP7  ALO1 CYT1
PHO11 MDH3 CEM1 COX6 URA6  TSL1 CDC21
SCT1  THI3 ICL1 PAN5 UGP1 COQ5 RKI1
FMT1  PMT5 ARG5,6 QNS1 OAR1 ERG13 LEU9
ACH1 DLD1 COX15 GEP4 FBA1 FMS1  GCY1
RIB1 LYS20 ADK2 GRE3 YNK1 ARA2 IDH2
URA7 GDH2 BST1 DCD1 MDH1 ADH3 LSC1
COR1 GUD1 AGX1 ERG9 YJU3 SNO1 THI80
PRX1 NTH1 DAK2 PPX1 GFA1 PGM2  ISN1
PRS4 DAS2 GSY1 BAT1 AAT1 HFD1 HEM15
PET112 PST2 FAB1 PHO12 SDH3  SHH3 DGA1
ALG3 ARO3  HIS2 IMD2  SDH1 PAH1  TUM1
BNA4 HEM13 MET10 HIS6 GLG1 ALD3 PAC1
ATP1  HEM12 QCR6 DFG10 GPT2 ALD2 MOD5
NTH2  TPS2 HXK1 SER33 MET1 GCV2 FAA1
MNN2  EKI1 IRC7 SGA1 TGL4  ERG2 PMT3

Metabolik GAL1 SDH4 CWH41 PFK26 COX17 GUA1 PRO2

Yolaklar CHS3 CDC1 PNC1 AYR1 GPI13 FAA4 PYK2

(sce01100) ETR1 HST4 OCH1 KGD1 SDH2 GAD1 ALDA4
ATP3  CAB5 ALG13 POT1 MHT1 COX7  HST2
RFS1 HEM1 OLEl SuUC2 MEU1 TPS3 PMA2
ALG14 FMN1 PYC1 NIT1 ERG3 PRM15 ALD6
MIS1 MNN10 ALG2 IMA3 MNL2 GPI12 GPI2
PHO3 EXG2  STR3 DAL7 ERG27 ADE4  ATP4
YSAl GLO2 COX4 GTT1 PUT1 NCE103 YDC1
TPS1 INM2 COX13 CYR1 SPE4  IDH1 CAR1
ADH5  SUR2 SDT1 RNR2 ACS2 LAP2 COX11
ARAl  ATP5 ADE5,7 AIM22  ASP3-4 ALGll PPT2
TYR1 PRO1 HXK2  TDH1 IDP2 COX5A SPT14
YPC1  ASP1 MCY1 BNA3  SAM1 LAT1 THI6
MET8 ATP17 UGAl1 ARG2 PNP1  NRK1 ALG5
PYC2 ARO10 CAX4 ARG3 BNA5 AAH1  ATP15
PDB1 URH1 NQM1 GWT1 GSY2 URE2 SAM4
PCS60 DOT1 ERG25 PHS1 LCB5 ZWF1  CIT3
ROT2 SAM2 CTT1 LSB6 CTS1 FOL1 PDH1
HIS7 EMI2 CYs4 URA2  ATP14 GOR1  ATH1
DUT1 QCRY RNR4 LCB3 ECM38 PHA2 ARO7
TSC10 APA2 QCR9 FBP26 CDAl CIT1 ASN1
PGS1 PAD1 XKS1 QCRS8 NMA1l LRO1 GPH1
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Tablo 15

Metabolik Yolaklarda ekspresyon degisimi gosteren genler (devam)

KEGG Yolag Gen Kodu
ILV6 GLC3 PCT1 MNN11 FKS1 BI04 MET16
GLK1 RIP1 TDA10 ACO2 FBP1 BIO3 GDB1
APA1 BUD16 SER2 IMA5 COX8 GPM3 QCR2
Metabolik PBN1  ANP1 LSC2 MET3 CAR2 ARGl
Yolaklar CHAl1 CYC7 SOL4 GPI14 GAB1 MET22
(sce01100) YCP4  DSF1 ENO1 CDC8 GLOl1 ADH1
CIT2 MNN1 COQ6 HAM1 APT1 COQ3
ATG15 HEM14 MES1  ATP2 AMD1 MDH2
SOL2 FAA2 GUT1 METS CYB2 ARGS
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

TOR sinyal sistemi besin miktarina ve icerigine bagl olarak hiicrelerin biiylimesini
ayarlayan merkezi sinyal sistemi olup ayn1 zamanda farkli streslerin algilanmasinda ve cevap
olusturulmasinda gorev almaktadir. Maya hiicrelerinde TOR kompleksi ribozom biyosentezi
ve diizenlenmesi, amino asit alimi ve metabolizmasi, hiicre dongiisiinlin ilerlemesi.
otofajinin baskilanmasi ve hiicresel stres cevabinin olusturulmasi gibi fizyolojik proseslerde
gorev almaktadir. Tamamlanan tez ¢alismasi kapsaminda S. cerevisiae maya hiicrelerinde
TOR1 geninin yoklugunda hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde ve diizenlenmesinde gorev alan
genlerin transkriptomik analizi yapildi. S. cerevisiae hiicre dongiisiinde gérevli genler Cycle
Base veri tabanindan alinarak transkriptom verisi ile birlikte analiz edildi. Analiz sonrasi
hiicre dongiistinde gorevli toplam 6137 ORF’den 623 tanesi (G1 sathasindan 191 gen, S
sathasindan 140 gen, G2 sathasindan 169 gen ve M sathasindan 123 gen) RNA seq verisinde
okuma alinmadig1 i¢in daha sonraki analizlerde kullanilmadi. Calismada gen ekspresyon
degisim orani iki kat ve lizerindeki (FD >2) degerler icin anlamli kabul edildiginden bu
degerin altinda degisim gosteren (FD<2) 4361 gen (G1 sathasindan 769 gen, S sathasindan
710 gen, G2 safhasindan 1568 gen ve M safhasindan 1314 gen) ekspresyon degisimi
gostermeyen genler olarak belirlendi. Hiicre dongiisiinde ve diizenlenmesinde gorevli
genlerden 2035 tanesinin (G1 sathasindan 451 gen, S sathasindan 291 gen, G2 sathasindan
625 gen ve M safthasindan 668 gen) 2 ile10 kat arasinda, 90 tanesinin (G1 sathasindan 44
gen, S safhasindan 5 gen, G2 sathasindan 10 gen ve M safthasindan 31 gen) 10 ile 50 kat
arasinda ve 10 tanesinin (G1 safhasindan 8 gen, S safhasindan 1 gen ve M sathasindan 1
gen) 50 kat ve tizerinde ekspresyon degisimi gosterdigi belirlendi. Bazi genlerin tek bir hiicre
dongiisii sathasinda bazi genlerin ise birden fazla sathada (6rnegin 54 genin hem G1 hem de
S sathasinda, 62 genin hem G2 hem de S safhasinda ve 133 genin hem G2 hem de M
sathasinda) gorev aldig1 gézlendi. TOR1 geninin yoklugunda 10 kata kadar degisim gosteren
genlerin %53 liniin ekspresyonunun arttigit  %47’sinin ise ekspresyonunun azaldig:
gozlenirken 10 kat ve lizerinde degisim gosteren genlerin %100’ {iniin ekspresyonunun arttig1
belirlendi. TOR1 geninin yoklugunda hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde ve diizenlenmesinde
gorev alan genlerin agirlikli olarak metabolik yolaklarda ve ribozom biyogenezi ile ilgili

yolaklarda gorevli olduklari gbzlendi. Gen Ontoloji analizinin sonucunda ekspresyonu
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degisen genlerin molekiiler fonksiyonlarina bakildiginda ribozom yapisindaki proteinleri

kodlayan genlerin baskilandig1 gozlendi.

TOR1 geninin yoklugunda 99 genin ekspresyonun 10 kat ve iizerinde artig gosterdigi
88 genin ise 2-10 kat arasinda azaldigi belirlendi. HXT4, HXT6, HXT7, HXK1, RCK1,
HSP26, DDR2, TMA10 ve YNL194C genlerinin ekspresyonunun 50 kat iizerinde arttigi
gozlendi. Tam olarak islevi bilinmeyen YMR206W, YIL136W, YDR0O70C ve YGR067C
genlerinin ekspresyonlarin Torlp yoklugunda 20 kat ve iizerinde artmasindan dolay1 bu

genlerin ilk defa TOR sinyal sistemi araciliiyla kontrol edildigi gdsterildi.

S. cerevisiae maya hiicrelerinde glikoz alim1 20 genin kodladigi proteinlerden olusan
heksoz transport (HXT) ailesi tarafindan gergeklestirilmektedir. HXT1-HXT17 ve GAL2
olmak iizere toplam 18 gen tarafindan kodlanan proteinler sekerlerin transportundan sorumlu
iken SNF3 ve RGT2 genleri tarafindan kodlanan proteinler seker sensorleri olarak goérev
yapmaktadir (Boles ve Hollenberg, 1997). HXT ailesinin 6 tyesi (HXT1, HXT2, HXT3,
HXT4, HXT6 ve HXT7) ana heksoz tastyicilari olup stres icermeyen normal kogullarda hiicre
disindaki glikoz miktarina bagli olarak calisirlar. Diisiik glikoz konsantrasyonunda yiiksek
afiniteli Hxt6 ve Hxt7 proteinleri (high-affinity transporters), yiiksek glikoz
konsantrasyonunda diisiik afiniteli Hxtl ve Hxt3 proteinleri (low-affinity transporters) ve
orta seviyedeki glikoz konsantrasyonunda orta afiniteli Hxt2, Hxtdve Hxt5 proteinleri
(moderate-affinity transporters) glikozun hiicre i¢ine alinmasinda gorev alirlar. Glikoz
miktarina ilave olarak ozmotik stres, besin agligi ve hiicrenin fizyolojik durumu HXT
proteinlerinin ekspresyonunu etkilemektedir (Rep vd., 2000; Greatrix ve van Vuuren, 2006;
Roy vd., 2014; Diderich vd., 1999). Yiiksek ve orta afiniteli heksoz tasiyicilart (Hxt2, Hxt4,
Hxt5, Hxt6 ve Hxt7) yiiksek glikoz konsantrasyonunda baskilanirken disiik glikoz
konsantrasyonunda aktive olmaktadir. HXT6 ve HXT7 gen ekspresyonlarinin duragan
safhaya girerken arttig1 ve bu safha siiresince seviyesini korudugu; glikoz miktar1 yiiksek
olmasina ragmen azot acgliginda sabit bir sekilde ekspres oldugu belirlenmistir (Perez vd.,
2005). Bagka bir ¢alismada ise sch94, torlA ve ras2/ maya hiicrelerinde duragan safhanin
ikinci gilinlinde yapilan DNA mikroarray analizinde HXT2 ve HXT4 gen ekspresyonlari
artarken HXT6 ve HXT7 gen ekspresyonlarinin yaban tip maya hiicrelerinde belirlenen

seviye oldugu goézlenmistir (Wei vd., 2009). Hiicrelerin 6zellikle yavas biiylime hizi
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sergiledigi duragan fazin uzatilmis G1 fazi ile benzerlik géstermektedir (Werner-Washburne
vd., 1996). Bu nedenle duragan safhada belirlenen fizyolojik degisimlerin ve gen ekspresyon
degisimlerinin hiicre dongiisiiniin G1 fazinda ve farkli stres kosullarinda belirlenen
fizyolojik degisimler ve gen ekspresyon degisimleri ile benzerlik gostermektedir (Herman,
2002). Diisiik oksijen varliginda HXT2, HXT4 ve HXT5 genlerinin transkripsiyonunun
azaldigi HXT6, HXT13, HXT15 ve HXT16 genlerinin transkripsiyonunun arttigi, diger
transporter genlerinin ise transkripsiyonlarinda degisim olmadigi rapor edilmistir (Rintala
vd., 2008). Calismamizda logaritmik safhadaki (yiiksek glikoz igeren ve stres igermeyen
kosullarda) maya hiicrelerinde gen ekspresyon degisimi belirlenmesine ragmen Torl
proteinin yoklugu hiicre i¢inde besin aglik sinyali olusturmaktadir. Calismamizda Torlp
yoklugunda HXT2 (41 kat), HXT4 (53 kat), HXT5 (31 kat), HXT6 (77 kat), HXT7 (78 kat),
HXT3 (5 kat) ve HXT15 (2,4 kat) gen ekspresyonlarinin arttigi gézlenirken diger transporter
genlerinin ekspresyonlarinda anlamli (FD<2) bir degisim olmadig: belirlendi. Bdylece ilk
defa calismamiz ile Torlp yoklugunda o6zellikle yiiksek ve orta afiniteli transporter

proteinlerinin gen ekspresyonlarinin arttigi gosterilmistir.

S. cerevisiae genomunda hem aldo- hem de keto-heksozlari fosforlayan hekzokinaz
izoenzimlerine (Hxk1 ve Hxk2) ilave olarak yalnizca aldoheksozlari fosforlayan glukokinaz
(GIk1) enzimi bulunmaktadir. Hxk1 ve Hxk2 proteinleri fosfoprotein yapisinda olup Hxk2
ayni zamanda hiicre i¢i glikoz sensorii olarak Migl represér kompleksinin yapisini ve
aktivitesini kontrol etmektedir (Vega vd., 2016). Calismamizda HXK1 (236 kat), HXK2 (2
kat) ve GLK1 (32 kat) genlerinin ekspresyonlarinin Torlp yoklugunda arttig1 belirlenmistir.
Glikoz a¢higi uygulamasindan 60 dakika sonra Hxkl mRNA miktarinda artis gozlenirken
Hxk2 mRNA miktarinin azaldigi belirlenmistir (Herrero vd., 1995). Hxk1 ve Hxk2 protein
miktarlar1 ile mRNA miktarlar1 arasinda biiyiik oranda paralellik oldugu yapilan proteomik
calisma ile gosterilmistir (Miiller vd., 2022). Ancak ayni calismada yliksek glikoz
konsantrasyonunda Hxk?2 baskin enzim iken diisiik glikoz konsantrasyonunda Hxk1 ve Hxk?2
enzimlerinin seviyesinin benzer oldugu, kisa vadede hekzokinaz miktarlari arasinda fark olsa
da uzun vadede hiicre i¢indeki hekzokinaz seviyesinin bir dengeye ulastigi ve bu seviyede
tutuldugu belirlenmistir (Miller vd., 2022). TDA1 geninin yoklugunda Hxkl enzim
miktarinin azaldig1 ve bu yiizden Tdal proteininin Hxk2 proteinini fosforladigi gibi Hxk1

proteininin de fosforlanmasindan sorumlu oldugu gosterilmistir. (Miiller vd., 2022). Tdal
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kinaz H3 histon proteininin (Thr!!) fosforlamaktadir. Besin agliginda HXK1 geninin
kromozomal lokusunda bulunan H3 histonlarinin Sch9 ve Ckal kinaz bagimli olarak
fosforlanmasi nedeniyle HXK1 transkripsiyonunun arttig1 rapor edilmistir (Oh vd., 2018; Oh
vd., 2020). Torl proteini igeren TORC1 kompleksi Sch9 ve Tap42 proteini iizerinden iki
ayr1 yolla etkisini gosterir. Birinci yolda Sch9 kinazi aktiflestirirken ikinci yolda Tap42
proteinini baskilar. Torlp yoklugunda Sch9 kinaz ¢alismazken Tap42 yolu aktif hale geger.
Bu nedenle Torlp yoklugunda HXK1 gen ekspresyonundaki artisin Sch9 kinaz bagiml
olmadig1 goriilmektedir. Ayrica transkriptom analizinde Torlp yoklugunda SCH9 gen
ekspresyonunun baskilandig1 (benzer sekilde CKA1 gen ekspresyonununda baskilandigi)
belirlenmistir. HXK1 gen ekspresyonundaki artisin HXT genlerindeki artig gibi stres-cevap
olusumuna bagh bir artis olmas1 kuvvetle muhtemeldir. Ortamda glikoz diisiik oldugunda
veya hiicreler fermente edilemeyen karbon kaynaklar1 tizerinde biiyiirken HXK1 geninin agir1
ifade edildigi bilinmektedir (Rodriguez vd. 2001). Farkli stres kosullarinda HXK1 geninin
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Hacisalihoglu vd. 2019; de Lucena vd. 2015; Dong
vd. 2017; Tekarslan vd. 2018). Koniferil aldehite (CA) direngli S. cerevisiae maya
hiicrelerinde yapilan transkriptomik analiz sonrasinda HXT6, HXT7, HXT8, HXK1 ve GLK1
genlerin ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Hacisalihoglu vd. 2019). Baska bir ¢calismada
ise asetik asit ve siilfiirik asit kullanilarak olusturulan stres kosullarinda HXKZ1 geninin
ekspresyonunun arttigi belirlenmistir (Dong vd. 2017; de Lucena vd. 2015). Benzer sekilde
tuz stresine direngli S. cerevisiae maya susunda HXT6, HXT7, HXK1 ve GLK1 genlerinin
ekspresyonunun arttigi1 gosterilmistir (Tekarslan vd. 2018).

Farkli streslere karsi cevap olusturulmasinda gorev alan DDR2 geninin, 1s1 soku
proteini olan HSP26 geninin ve oksidatif strese cevap olusturulmasinda gorev alan RCK1
geninin ekspresyonunun Torlp yoklugunda yiiksek oranda arttig1 belirlenmistir. HSP42 ve
HSP26 1s1 soku proteinleri molekiiler saperonlar olup proteinlerin katlanmasinda gorev
almalarina ragmen Hsp42p stres iceren ve icermeyen ortamlarda Hsp26p ise yalnizca stres
kosullarinda aktif olan bir proteindir. Bir diger 1s1 soku proteini olan Hsp12 ise hiicre zar1
proteini olup farkli stres kosullarinda (1s1 stresi, oksidatif stres, ozmotik stres, glikoz aclik
stresi, DNA replikasyon stresi ve duragan safha gibi besin kisitlamasi i¢eren kosullarda)
aktive olan bir proteindir. Caligmamizda da Torlp yoklugunda HSP42 gen ekspresyonunun

(4 kat), HSP26 gen ekspresyonundan (53 kat) ve HSP12 gen ekspresyonunun (42 kat) arttigi
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belirlenmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda HSP26 gen ekspresyonunun 1s1 stresinde
Hsf1 transkripsiyon faktori ile ve genel stres kosullarinda Msn2/4 transkripsiyon faktorleri
ile arttig1 belirlenmistir (Amor6s ve Estruch, 2001). Ancak ¢alismamizda HSF1 ve MSN4
gen ekspresyonlarinin arttigt MSN2 gen ekspresyonunun ise baskilandigi gézlenmistir. Daha
once ¢inko eksikligi ile olusturulan stres kosullarinda Amsn2msn4 mutant maya hiicrelerinde
HXT6, HXT7, HXK1, HSP12, HSP26, DDR2 veTMA10 gen ekspresyonlarinin arttigi ve bu
genlerin promotor bolgelerinde Msn2/4 transkripsiyon faktorlerinin baglanabildigi STRE
dizilerini igerdigi belirlenmistir (Gauci vd., 2009). Ayrica en yiiksek gen ekspresyonunun
heniiz gorevi bilinmeyen ancak dioksik ve duragan safhada ekspres edilen EGO4 geninde
(240 kat) oldugu gozlenmistir. EGO4 geninin promotdr bdlgesinde STRE elementleri
bulunmakta olup ¢aligmamizda da 39 kat artis gosterdigi belirlenmistir. Ribozom ile iliskili
olan ancak tam olarak fonksiyonu bilinmeyen Tmal0 proteinin DNA replikasyon stresinde
miktar1 artmaktadir. Fermentasyon inhibitorii olan vanilin uygulamasi ile olusturulan stres
kosullarinda TMA10, MCH2, SNG1 ve GPH1 gen ekspresyonlarinin arttii, bu genlerin
promotor bdlgesinde Msn2/4 transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi igin gerekli olan STRE
dizilerinin bu artis i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (Park ve Kim, 2015). Calismamizda
Torlp yoklugunda GPH1 gen ekspresyonunun 47 kat arttig1, ancak diger genlerin (MCH2

ve SNG1) ekspresyonlarinda anlamli bir degisim olmadig: belirlendi.

Calismamizda integral plazma zar proteinini kodlayan YNL194C geninin
ekspresyonunun (76 kat) Torlp yoklugunda arttig1 belirlenmistir. Ayrica YNL194C geni ile
paralog olan ve mitokondri zarinda lokalize olan integral protein i¢in kodlu FMP45 geninin
ekspresyonunun da Torlp yoklugunda 48 kat arttig1 belirlenmistir. Ancak diger bir zar
proteini olan SUR7 geninin ekspresyonunun ise ancak 2,4 kat artis gosterdigi belirlendi.
Daha 6nce yapilan ¢alismalarda ozmotik stres kosullarinda YNL194C ve FMP45 genlerinin
ekspresyonlarinin arttigi gosterilmistir (Runner ve Brewster, 2003; Posas vd., 2000;
Szopinska vd., 2011).

TORCI1 kompleksi Sch9 kinazi aktiflestirirken diger bir kinaz olan Riml5
proteininin niikleusa gegisini engelleyerek sitoplazmada kalmasina neden olur. Rim15 kinaz,
aktif Sch9 kinaz ile fosforlanarak sitoplazmada tutuldugu gibi direk TORC1 kompleksinin
etkisi ile de sitoplazmada tutulabilir. Bu nedenle TORC1 kompleksinin Rim15 {izerindeki
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etkisi Sch9 bagimli veya bagimsiz olabilir. Aktif Rim15 kinaz niikleer Msn2/4 proteinlerini
fosforlayarak sitoplazmada kalmasimi ve stres cevap genlerinin promotoruna baglanarak
transkripsiyonlarin1 aktive etmesine neden olur. Ayn1 zamanda aktif TORC1 kompleksi
Bmh2p araciligiyla Msn2/4 proteinlerinin sitoplazmada kalmasini saglar. Torlp yoklugunda
aktif TORC1 kompleksi olusamadigi i¢in Msn2/4 proteinleri niikleusa geger. Ayni1 zamanda
TORCI1 kompleksi Rim15 tizerindeki baskilayici etkisi kalmadigi i¢in Rim15 kinaz niikleusa
gecer ve niikleer Msn2/4 proteinlerinin STRE dizilerine baglanmasini saglar. Bu nedenle
calismamizda ekspresyonu artan genlerin biiyilik olasilikla Rim15 kinaz tizerinden Msn2/4

araciligtyla gen ekspresyonlarinin artmasi oldukca kuvvetli bir olasiliktir.
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