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OZET

SACCHAROMYCES CEREVISIAE MAYA TURUNDE SIR2 HISTON
DEASETILAZ GENININ NTH1 VE TPS1 GEN EKSPRESYONLARINA ETKISI

Cagla CAKALOGLU
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiisti Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dr.Ogr. Tiilay TURGUT GENC
28/01/2022, 52

Trehaloz ve glikojen maya hiicreleri tarafindan kullanilan iki 6nemli depo
karbonhidratidir. Saccharomyces cerevisiae maya tiirii olumsuz ¢evre kosullarinda
biriktirdigi trehaloz ve glikojen molekiillerini ortam kosullar1 normale dondiigiinde hizlica
hidroliz eder. Trehaloz sentezi TPS enzim kompleksi tarafindan gergeklestirilirken, yikimi
notral trehalaz enzimi tarafindan saglanir. TPS1 ve NTH1 genlerinin ekspresyonu farkli
metabolik yolaklar {iizerinden koordineli olarak kontrol edilmektedir. Farkli stres
ortamlarinda her iki genin de aktivitesi artmaktadir. NTH1 ve TPS1 genlerinin promotor
bolgesinde yer alan STRE dizileri stres yaniti olusturulmasinda gorevlidir. TOR sinyal
yolag1 besin ac¢liginda hiicresel yanitlarin diizenlenmesinde gorevlidir. Maya hiicrelerinde
TOR sinyal yolaginin baskilanmasi Sir2 aktivitesini artirir ve DNA stabilizasyonunu
saglayarak kronolojik yasam uzunlugunun artmasimna neden olur. Maya hiicrelerinde
yaglanma ile iligkili bir gen olan SIR2 geni baz stres direng genlerinin aktivasyonunda rol
almaktadir. Yiriitiilen tez ¢alismasinda, Sir2 proteinin NTH1 ve TPS1 gen ekspresyonuna
ve depo karbonhidrat birikimine etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla NTH1-
LacZ ve TPS1-LacZ gen fiizyonu igeren yaban tip ve 4sir2 mutant maya hiicrelerinde azot
acligi ile olusturulan stres kosullarinda NTH1 ve TPS1 genlerinin promotor aktivasyonlari
belirlendi. Ayrica yaban tip ve 4sir2 mutant maya hiicrelerinde standart iireme kosullarinda
ve azot agliginda hiicre i¢i trehaloz ve glikojen birikimi enzimatik olarak 6l¢tildii. Elde edilen
sonuglara gore Sir2 proteininin NTH1 gen ekspresyonunun susturulmasindan sorumlu
oldugu belirlendi. TPS1 geninin Sir2 proteini tarafindan aktivasyonu veya baskilanmasi

tamamen cevresel kosullarina bagli oldugu tespit edildi. Ayrica hem normal biiylime



kosullarinda hem de azot aglig1 altinda Sir2 proteininin yoklugunda trehaloz ve glikojen
birikiminin arttig1 belirlendi. Elde edilen sonuglara gore, Sir2 proteinin NTH1 gen
ekspresyonunun susturulmasinda, TPS1 gen ekspresyonunun ise ortam kosullarina bagh
olarak diizenlenmesinde gorevli oldugu tespit edildi. Sir2 proteini yoklugunda trehaloz ve

glikojen birikiminin standart ireme kosullarinda ve azot agliginda arttig1 belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Glikojen, Histon deasetilaz, NTH1, SIR2, TPS1, Trehaloz



ABSTRACT

THE EFFECTS OF SIR2 HISTON DEACETYLASE GENE ON NTH1 AND TPS1
GENE EXPRESSIONS IN YEAST SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Cagla CAKALOGLU
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Biological Science
Advisor: Assist. Prof. Dr. Tillay TURGUT GENC
28/01/2022, 52

Trehalose and glycogen are important storage carbohydrates in yeast cells.
Saccharomyces cerevisiae rapidly hydrolyzes the stress-accumulated trehalose and glycogen
after environmental conditions return to normal. Trehalose synthesis is carried out by the
TPS enzyme complex, while it is degraded by the neutral trehalase enzyme. The expression
of TPS1 and NTH1 genes is coordinately controlled through different metabolic pathways.
The activity of both genes increases during variable stress conditions. STRE sequences
located in the promoter region of NTH1 and TPS1 genes are responsible for the formation of
this stress response. The TOR signaling pathway is involved in regulating cellular responses
to nutrient starvation. The inactivation of the TOR signaling pathway increases Sir2 activity
and provides DNA stabilization, leading to an increase in chronological lifespan. SIR2 is an
aging-related gene in yeast cells and has a significant role in the activation of some stress
resistance genes. The aim of this study is to determine the effect of Sir2 protein on NTH1
and TPS1 gene expressions and reserve carbohydrate accumulation. For this purpose,
promoter activations of NTH1 and TPS1 genes were determined in wild type and Asir2
mutant yeast cells including NTH1-LacZ and TPS1-LacZ gene fusion under nitrogen
starvation-induced stress conditions. In addition, intracellular trehalose and glycogen
accumulations were enzymatically measured in wild-type and 4sir2 mutant yeast cells under
the same conditions. According to the results obtained, it was determined that Sir2 protein
is responsible for silencing NTH1 gene expression. The activation or repression of TPS1

gene by Sir2 protein was determined to be dependent on environmental conditions. In



addition, it was determined that trehalose and glycogen accumulation increased in the
absence of Sir2 protein under both normal growth conditions and nitrogen starvation.

Keywords: Glycogen, Histone deacetylase, NTH1, SIR2, TPS1, Trehalose
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Mayalar Fungi alemi igerisinde yer alan tek hiicreli 6karyotik mikroorganizmalardir.
Maya hiicreleri ¢esitli metabolik 6zellikleri icermesi nedeniyle ¢ok genis bir dagilim
gostermektedir. Maya tiirleri arasinda en yaygin olarak bilinen Saccharomyces cerevisiae
eseyli olarak c¢ogalabildigi gibi eseysiz olarak tomurcuklanarak cogalabilmektedir. S.
cerevisiae maya tiiriinde haploid ve diploid olmak tizere iki farkli yasam dongiisii vardir.
Haploid formu mitoz boliinmeyle ¢ogalirken degisen ¢evre sartlarina gore diploid yasam

dongiisiine girerek mayoz boliinme yapar ve sporulasyona gider (Sekil 1) (Feldman, 2012).

Haploid [ 4@ x o Haploid

l Vegetatif Biiyiime

. Ciftlesme

Vegetatif Biiyiime

alo
Ciftlesme Yok

Vegetatif Biiyiime

Besin achg: altinda:
MAYOZ

SPORULASYON

v

Spor-Tetrat

Sekil 1. S. cerevisiae maya tiiriiniin hayat dongiisii.
Feldman, 2012



S. cerevisiae maya tiirii, tiim genom dizilemesi yapilan ilk 6karyotik mikroorganizma
olup, icerdigi genler ve genlerin isleyisleri, genetik ve metabolik iz yollar1 {izerindeki
faktorler birgok canli ile benzerlik gostermektedir. S. cerevisiae maya tiirii hizh
cogalabilmesi, genetik olarak manipiilasyona uygun olmasi, ¢evre kosullarinin kolaylikla
kontrol edilebilmesi ve klasik genetik calismalarinda uygulanabilir olmasi nedeniyle model
organizma olarak kullanilmaktadir (Feldman, 2012). S. cerevisiae maya tiirii yaklasik 12 kbg
biiytikliigiinde olup, kromozom sayisi 16’°dir. Toplamda 6445 gen ve 6002 protein igeren S.
cerevisiae maya tiiriinde 18 pseudogen ve toplam 325 RNA molekiilii (14 rRNA, 112
kodlama yapmayan RNA ve 299 tRNA) i¢ermektedir. Ayrica, maya hiicreleri 2-mikron
plazmit, transpozon elementleri (Ty) ve RNA viriisleri igermektedir (Goffeau, 1996).

S. cerevisiae optimum ireme kosullarinda trehaloz ve glikojen depo
karbonhidratlarin1 sentezlemektedir. Bu karbonhidratlar maya hiicreleri tarafindan hem
enerji kaynagi olarak kullanilmakta hem de agir metal, oksidatif stres, osmotik stres ve 1s1
gibi cesitli fizyolojik streslere karst maya hiicrelerinin korunmasini saglamaktadir
(Eleutherio vd., 2015). Maya hiicreleri tarafindan biriktirilen hiicre igi trehaloz ve glikojen
miktart, maya hiicrelerinin fizyolojik durumlarina ve iireme kosullarma gore farklilik
gostermektedir (Eleutherio vd., 2015). Trehaloz molekiiliiniin yapisal olarak B,8-1,1, a,-1,1
ve a,a-1,1 3 farkli anomeri bulunmaktadir. Glikojen ise ¢cok sayida glikoz moleliiliiniin o (1-
4) ve a (1-6) glikozit bagi ile baglanmasiyla elde edilen bir depo polisakkaritidir. Canlilar
tarafindan kullanilan trehaloz anomeri a,0-1,1 glikozit bag: iceren trehaloz molekiilii olup
indirgenmemis bir disakkarittir (Parrou ve Frangois, 1997; Argiielles vd., 2016). Dogada
birgcok mikroorganizmada, bazi bitki ve hayvanlarda stres koruyucusu olarak trehaloz
sentezlenmektedir (Eleutherio vd., 2015). Farkli ¢evresel kosullarda biriktirilen trehaloz ve
glikojen ortam kosullari normale dondiigiinde hizlica yikima ugramaktadir. Trehaloz
molekiilii, trehaloz fosfat sentaz (TPS) enzim kompleksi tarafindan sentezlenir. TPS enzim
kompleksi Tps1p, Tps2p, Tps3p ve Tsllp olmak iizere 4 alt {initeden olusur. Tpslp ve Tps2p
kompleksin katalitik alt birimi olarak goérevliyken, Tps3p ve Tsllp kompleksin kararl
kalmasini saglar. Ortam kosullar1 normale dondiigiinde ise trehaloz molekiiliiniin trehalaz
enzimi aracilifiyla yikimi gerceklesir. S. cerevisiae maya tiirlinde NTH1/2 (Neutral
TreHalase 1 ve 2) ve ATH1 (Acid TreHalase 1) genleri tarafindan kodlanan iki farkli trehalaz
enzimi yer almaktadir. Nth1p ve Nth2p notral trehalazlar hiicre sitoplazmasinda bulunmakta

ve notr pH degerinde optimum aktivite gostermektedir. Hiicre vakuollerinde yer alan Nthlp



ile Nth2p yaklasik %77 oraninda benzerlik gostermektedir. Asit trehalaz (Athlp)
periplazmik alanda ve vakuol igerisinde yer almaktadir ve pH degeri 4,5 oldugu zaman
optimum aktivite gostermektedir. Nthlp hiicre i¢i trehalozun yikimindan sorumlu iken,
Athlp hiicre dis1 trehalozun yikimindan sorumludur (Argiielles vd., 2016; Eleutherio vd.,
2015). S. cerevisiae maya hiicrelerinde NTH1 geninin transkripsiyon seviyesi ve Nthlp
aktivitesinin farkli ¢evresel stres kosullarinda arttigi bilinmektedir. NTH1 ve TPS1 geninin
promotor bolgelerinde yer alan STRE (Stress Response Element) dizisi olarak adlandirilan
5’-CCCT-3’ niikleotid dizileri gen ekspresyonu i¢in gereklidir (Eleutherio vd., 2015).

S. cerevisiae maya tiiriinde farkli azot kaynaklarinin algilanmasinda gorevli bir dizi
sinyal yolagi bulunmaktadir. Bu sinyal yolaklar1 ¢esitli regiilator proteinler tarafindan
kontrol edilir. (Magasanik ve Kaiser, 2002). S. cerevisiae maya tiirii zayif azot kaynagi
olarak prolin, serbest aminoasitler ve tire kullanirken, kuvvetli azot kaynagi olarak ise
glutamin ve amonyum tuzlarini kullanmaktadir. Azot kaynaginin ¢esidi maya hiicrelerindeki
baz1 genlerin aktivasyonunu etkilemektedir (Ter Schure vd., 2000). Azot agligina maruz
birakilan maya hiicrelerinde, hiicre dongiisiiniin G1 evresinde gecikme ve biiylimede

yavaglama meydana gelmektedir (Klosinska vd., 2011).

Target of Rapamycin (TOR) sinyal yolagi besin agligina maruz birakilan maya
hiicrelerinde olusan hiicresel yanitlarin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Rohde ve
Cardenas, 2003). Glutamin, azot metabolizmasinda TOR kompleksinin diizenlenmesinde
gorevlidir. TOR kompleksi, kuvvetli azot kaynagi igeren ortamda GIn3p, Gatlp, Rtglp ve
Msn2/4p transkripsiyon faktorlerini inaktif olarak kalmasini saglar. TOR sinyal yolaginin
inhibisyonu, G1 evresinin uzamasina ve glikojen birikimine neden olmaktadir (Rohde ve
Cardenas, 2003). TOR sinyal yolaginin inhibisyonu Sir2 aktivitesini artirarak ve rDNA’y1
stabilize ederek kronolojik hayat uzunlugunun artmasina neden olmaktadir (Medvedik vd.,
2007). Besin agligt ve kalori kisitlamasinin Ras-PKA ve TOR/Sch9 yolaklarimi etkileyerek
yasam uzunlugunu etkiledigi bilinmektedir (Santos vd., 2016).

SIR2 (Silent Information Regulator 2) maya hiicrelerinde karakterize edilen yaslanma
ile iliskili gen olup, memelilerde de homologu bulunmaktadir (Brachmann, vd., 1995). Sir2
proteini, telomer bolgelerinde transkripsiyonun baskilanmasinda, rDNA genlerinin ve

ciftlesme-tipi (Mating-type) genlerinin susturulmasinda, ¢ift zincirli DNA kiriklarinin



tamirinde, hiicre dongiisiinde ve kromozomlarin stabilizasyonunda gorev almaktadir. S.
cerevisiae maya tiiriinde Sir2 proteini kronolojik ve replikatif yasam siiresi tizerine etki
etmektedir. Maya hiicrelerinde  tekrarli rDNA  rekombinasyununu ve ERC
(Extrachromosomal rDNA Circle) olusumunu baskilayarak replikatif yasam siiresini
uzatmaktadir (Kaeberlein vd., 2005). Sir2 proteini hiicre yaslanma mekanizmasi tizerindeki
etkisinin yaninda stres diren¢ genlerinin de aktivasyonunda gorevli oldugu bilinmektedir
(Kang vd., 2014; Nussbaum vd., 2014). S. cerevisiae maya hiicrelerinde Hsflp’in glikoz
azliginda aktive edildigi ve besin acliginda maya hiicrelerinde kalori kisitlamasina stres

yanit1 olarak yasam siiresinin uzamasina dahil olan genlerle iliskili oldugu 6ne stiriilmiistiir

(Hahn ve Thiele, 2004).

1.2. Amac¢ ve Kapsam

Trehaloz molekiilii farkli stres kosullarinda biriktirilen ve stres sonrasi yikilarak
karbon kaynagi olarak kullanilan bir stres metabolitidir. Trehalozun sentezinden sorumlu
olan genlerden TPS1 geni ve yikimindan sorumlu olan genlerden NTH1 geninin farkl stres
kosullarinda Msn2/4 transkripsiyon faktorleri araciligiyla transkripsiyonlarinin arttigi
bilinmektedir. TOR sinyal sisteminin baskilanmas1 Sir2 aktivitesinin artmasina ve rtDNA
stabilazyonuna neden olarak yasam uzunluguna etki etmektedir. TOR sinyal sistemi Msn2/4
transkripsiyon faktorlerinin niikleer lokalizasyonu belirleyerek dolayli olarak Msn2/4
bagimli genlerinde transkripsiyonlarini regiile etmektedir. Ayrica TOR sinyal sistemi Sir2
aktivitesi ve regiilasyonunda gorev almaktadir. Bu nedenle yiiriitiilen tez ¢aligmasinda, Sir2
proteinin NTH1 ve TPS1 gen ekspresyonlarina etkisi ve stres altinda trehaloz ve glikojen

birikimine etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

Mayalar tek hiicreli 6karyotik canlilar olup, diger mikroorganizmalar gibi dogada
genis yasam alanina sahiptir. Mayalarin dogal habitatlarinda aniden ortaya ¢ikan cevresel
streslere tepki olusturma sekli ve tepki mekanizmalar1 olduk¢a 6nemlidir. Ayrica, maya
hiicreleri bu tip c¢evresel degisikliklere hizlica yanit olusturabilecek sekilde evrimlesmistir.
Bu ¢evresel stresler, sicaklik, basing, bazi iyonlar, toksik 6zellikteki maddeler, pH ve besine
ulasabilme gibi fiziksel ya da kimyasal sekilde olabilmektedir (Hohmann ve Meger, 2003).
Trehaloz ve glikojen maya hiicreleri tarafindan depo karbonhidrati olarak kullanilmasinin
yaninda, c¢evresel stres ve besin agligi nedeniyle olusan stres kaynakli olumsuz sartlardan
korunmak i¢in biriktirilmektedir. Hiicre i¢i trehaloz ve glikojen miktari, maya hiicrelerinin
fizyolojik durumu, iireme ortamlarina ve asamalarina gore farklilik gdstermektedir

(Eleutherio vd., 2015; Parrou vd., 1997).

2.1. Trehaloz Yapisi ve Onemi

S. cerevisiae maya tiirii, ¢esitli cevresel streslere maruz kaldiginda trehaloz molekiili
sentezleyerek depolamaktadir. Depolanan trehaloz miktar1 maya hiicrelerinin fizyolojik
kosullarma gore farklilik gostermektedir. Trehaloz molekiilli, a-1,1 glikozidik bag igeren
indirgenmemis bir disakkarittir (Sekil 2). Ayrica, birgok mikroorganizmada bulunmasinin
yani sira bazi bitki ve hayvan hiicrelerinde stres metaboliti olarak sentezlenmektedir
(Eleutherio vd., 2015). Trehaloz sahip oldugu fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle

endiistriyel uygulamalar i¢in olduk¢a 6nemli bir molekiildiir.

Sekil 2. Trehaloz molekiiliiniin yapisi (a,0-1,1-trehaloz).
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Trehaloz molekiilii sukroz, maltoz ve laktozun aksine oksidatif stres ve soguk stresi
gibi i¢ ve dis streslere karsi koruyucu 6zellige sahiptir (Eldeen vd., 2018). Ayrica, trehalozun
bazi toksinlerin sebep oldugu enflamasyonlar1 6nleyebildigi gosterilmistir. Trehaloz saglik
alaninda ise embriyonik hiicrelerin ve trombositlerin dondurularak muhafaza edilmesi, kuru
gdz sendromu ve Hantington hastaligindan kaynakli komplikasyonlarin azaltilmasinda
kullanilmaktadir (Eldeen vd., 2018). Ayrica, yiiriitilen diger bir ¢alismada ise trehaloz
molekiiliiniin Alzheimer hastalifi, frontotemporal demans, ilerleyici supraniikleer felg ve
kortikobazal dejenerasyon gibi ¢esitli norodejeneratif hastaliklara kars1 onleyici ve tedavi

edici 6zellige sahip oldugu gosterilmistir (Eldeen vd., 2018).

Farkli mutasyonlar tasiyan S. cerevisiae maya hiicreleri ile yiiriitiilen ¢alismalarda,
trehalozun hiicreleri ozmotik strese, oksidatif strese, alkol stresine, 1s1 stresine, donma ve
kuraklik streslerine kars1 korudugu rapor edilmistir. Trehalozun maya hiicrelerinde oksidatif
hasara kars1 temel proteinleri koruyarak hiicrelerin hayatta kalma siirelerini ve fermantasyon
kapasitesini arttirdigi  gosterilmistir (Eleutherio vd., 2015). Oksidatif stres ve kalori
kisitlamasina maruz birakilan maya hiicrelerinde, trehaloz molekiiliiniin reaktif oksijen
tiirlerinden kaynakli oksidatif hasara kars1 hiicreyi korudugu rapor edilmistir (Titorenko vd.,
2012).

2.2. Trehaloz Metabolizmasi

Trehaloz, S. cerevisiae maya hiicrelerinde enerji kaynagi olarak kullanilmasimin
yaninda stres kosullarinda sentezlenen ve hiicreyi strese karsi koruyan bir molekiildiir. Hiicre
ici trehaloz miktar1 mayalarin fizyolojik durumlarina, lireme asamalarina ve cevre
kosullarma gore degiskenlik gostermektedir (Eleutherio vd., 2015). S. cerevisiae maya
hiicrelerinde trehaloz molekiilii TPS enzim kompleksiyle sentezlenmektedir. TPS enzim
kompleksi Tpslp, Tps2p, Tps3p ve Tsllp alt tinitelerinden olusmaktadir (Eleutherio vd.,
2015; Trevisol vd., 2014). Tpslp ve Tps2p, TPS kompleksinin katalitik alt tinitesi olarak
gorev yaparken, Tps3p ve Tsllp diizenleyici alt iinitelerdir ve TPS kompleksinin kararli bir
yapida kalmasini saglar (Thevelein ve Hohmann, 1995; Eleutherio vd., 2015). S. cerevisiae
maya tlirlinde TPS1 geni ikinci kromozom {izerinde 1488 b¢ uzunlugunda kodlama bdlgesine
sahip intron icermeyen bir gendir (Lokus: NC _001134.8, Koordinat: Chr2: 488905-490392,

komplement dizi). TPS1 geni tarafindan kodlanan trehaloz fosfat sentetaz enzimi (EC:



2.4.1.15) 495 aminoasit igeren 56 kDa molekiiler agirliga sahiptir (Eleutherio vd., 2015). S.
cerevisiae maya hiicrelerinde trehaloz biyosentezi iki basamakta gergeklesir. Ilk basamakta
Tpslp tarafindan iiridin-di-fosfat glikoz (UDP-Glikoz) ve glikoz-6-fosfat molekiilleri
trehaloz-6-fosfata doniistiiriiliir. Daha sonra, trehaloz fosfat fosfataz aktivitesine sahip Tps2
proteini trehaloz-6-fosfat molekiiliinii defosforile ederek trehaloz molekiiliine ¢evirir (Sekil
3) (Eleutherio vd., 2015). Hiicre i¢i veya dis1 stres olmadigi durumda TPS kompleksinin alt
iiniteleri ayr1 durumda hiicrede bulunur ve Tpsl enzim aktivitesi ¢ok diigiiktiir. Maya
hiicreleri strese maruz kaldigi zamanda TSL1 geni TPS kompleksinin bir araya gelmesini
saglar ve aktif TPS kompleksine doniistiirtir (Eleutherio vd., 2015; Trevisol vd., 2014).

Glikoz Trehaloz -6-P
r'y

Tps3p
Trehaloz -6-P > Tpslp )/ Tps2p \ \ Pi
\

l \ Tsllp -~
v
Glikoz-1-P —_— UDP-Glikoz Trehaloz
l Nthlp
Glikoz

Sekil 3. Trehaloz biyosentezi.
Petzold vd. 2006’dan modifiye edilmistir.

Maya hiicrelerinde stres kosullar1 altinda biriktirilen trehaloz molekiiliiniin, stres
kosullar1 ortadan kalktiginda yikimi gerceklestirilir. Trehaloz molekiilii trehalaz enzimi
(E.C. 3.2.1.28) ile yikimi gergeklesir ve iki glikoz molekiilii elde edilir. S. cerevisiae maya
hiicrelerinde trehaloz yikimindan sorumlu olan iki tip trehalaz enzimi vardir. Trehaloz
yikiminda gorevli olan noétral trehalaz enzimi, NTH1 ve NTHZ2 genleri tarafindan
kodlanirken, asit trehalaz enzimi (Athlp) ATH1 geni tarafindan kodlanir. Nthl ve Nth2
notral trehalazlari hiicre sitoplazmasinda bulunmakta ve nétr pH degerinde optimum aktivite
gostermektedir. Stres kosullarinda biriktirilen trehaloz agirlikli olarak Nthlp tarafindan
hidroliz edilmektedir (Argiielles vd., 2016; Eleutherio vd., 2015). Asit trehalaz (Athlp)



periplazmik alanda ve vakuol igerisinde yer almaktadir ve pH degeri 4,5 oldugu zaman
optimum aktivite gostermektedir. Maya hiicrelerinin disaridan aldiklar hiicre dis1 trehalozun
yikimindan Athlp sorumludur (Argiielles vd., 2016; Parrou vd., 2005; Eleutherio vd., 2015;
Jules vd., 2004).

Stres kosullarinda TPS1 ve NTH1 genleri birlikte aktive edilir. Ancak Nth1l proteini
inaktif durumda oldugundan stres stiresince trehaloz birikimi gergeklesirken trehaloz yikimi
gerceklesmez (Eleutherio vd., 2015). Ortam kosullar1 normale dondiigiinde ise, Stres
kosullarinda biriktirilen trehaloz molekiilii Nth1p tarafindan hizlica yikilir (Eleutherio vd.,
2015). Yapilan caligmalarda, Tpslp aktivitesinin TSL1’in gen ifadesinde meydana gelen
degisimlerden etkilendigi gosterilmistir. PKA tarafindan Tps3 proteini fosforile edildiginde
TPS kompleksinin cCAMP-PKA yolag: ile regiile edildigi gosterilmistir (Eleutherio vd.,
2015;Trevisol vd., 2014). Ayrica, Tps3p yoklugunda Tpslp baskilanamaz ve aktivitesi
devam eder, bu durum Tps3p’nin trehaloz biyosentezinin diizenlenmesinde gérevli oldugunu
gostermektedir (Trevisol vd., 2014). Tpslp heksoz transprot proteinlerini ve hekzokinazin
enzimatik aktivitesini kontrol ederek glikolize giren glikoz seviyesini diizenler (Thevelein,
1992; Eleutherio vd., 2015). Tpslp, hekzokinaz aktivitesini baskilayarak glikozun farkli
metabolik yolaklara gegisine olanak saglar ve bdylece ortam kosullarina gore glikoliz
reaksiyonlarinin fazla ¢alismasi engellenmis olur. Ayrica, Atps] maya hiicreleri ile yapilan
caligmalarda Tpsl proteininin, trehalozun yikimi ile glikolitik yolun regiilasyonunda da
gorevli oldugu gosterilmistir (Eleutherio vd., 2015). Aps! ve Atps2 mutant maya hiicreleri
ile yapilan ¢alismada, hiicre i¢i trehaloz miktarinda meydana gelen azalmanin, hiicrelerin
kronolojik yasam siirelerini etkiledigi gosterilmistir. Kalori kisitlamasina bagli olarak
trehaloz miktarinda meydana gelen degisim maya hiicrelerinin kronolojik yasam siiresini

degistirmektedir (Titorenko, 2012).

NTH1 (YDROO1) geni S. cerevisiae maya tiiriinde tek kopya halinde 4. kromozomda
bulunmaktadir. NTH1 geninin kodlama bdolgesi 2256 bg¢ uzunlugunda olup, intron
icermemektedir. Nthl proteini ise yaklasik 85 kilodalton molekiiler agirliginda ve 751
aminoasit igeren bir proteindir (Saccharomyces Genome Database, 2022). Nthlp Protein
kinaz A (PKA) tarafindan fosforlanan fosfoprotein yapisinda bir enzimdir. Nthlp
reglilasyonu fosforilasyon ve defosforilasyon mekanizmas: ile kontrol edilmektedir

(Argtielles vd., 2016). NTH1 transkripsiyonu ve Nth1 proteinin enzimatik aktivitesi oksidatif
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stres, 1s1 soku stresi ve metal stresi gibi ¢evresel stres altinda artis gostermektedir (Eleutherio
vd., 2015). NTH1 geninin promotor bolgesinde Msn2 ve Msn4 transkripsiyon faktorlerinin
baglandigi stres yanit elementlerinin (STRE; Stress Response Element, 5°-CCCCT-3) bu
aktivasyon i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (Eleutherio vd., 2015). Cevresel stres
kosullarinda NTH1 transkript seviyesinde artis olmasina karsin {iretilen Nth1 enzimi inaktif
formdadir. Ortam kosullar1 normale dondiiglinde, cAMP bagimli PKA tarafindan Nthlp
fosforlanarak aktif hale gelir ve trehaloz molekiilii hidroliz edilir (Wera vd., 1999).

Nthlp tizerinde PKA tarafindan fosforlanan 17 ser/thr aminoasitinden 8 tanesi
(Thr58, Thr135, Thrl49, Ser20, Ser21, Ser60, Ser83, Ser475) diger maya tiirlerinde de
korunmustur. Nthlp {izerindeki bu bolgelerin fosforlanmasi trehalaz enzimin bazal
seviyedeki aktivasyonu i¢in onemlidir (Wera vd., 1999). Nthl proteininde Ser20, Ser21,
Ser60, Ser83 aminoasitlerinin tiimiiniin protein kinaz A tarafindan fosforlanmasi sonucu
aktivasyon gergeklesmektedir. PKA tarafindan Nth1p’nin Ser60 ve Ser83 aminoasitlerinin
fosforlanmas1 14.3.3 protein aracili aktivasyonu i¢in Onemlidir. Ayrica, fosforlanmig
Nthlp’nin 14.3.3 proteini bagimli aktivasyonunun Ca?* bagimli Nthip aktivasyonundan
daha 6nemli oldugu rapor edilmistir (Eleutherio vd., 2015).

S. cerevisiae maya tiiriinde diger depo karbonhidrat molekiilii glikojendir. Hiicre igi
glikojen miktari; sicaklik stresi, oksidatif stres, ozmotik stres azot ve karbon aclig1 gibi farkl
stres kosullarinda artmaktadir. S. cerevisiae maya tiiriinde glikojen biyosentezi
cekirdeklenme (niikleasyon), uzama ve dallanma olmak iizere iic basamakta gergeklesir
(Frangois ve Parrou, 2001). Maya hiicrelerinde glikojen molekiilii GLG1 (Glycogenin-Like
Gene 1) ve GLG2 (Glycogenin-Like Gene 2) tarafindan kodlanan glikogenin ve GSY2
(Glycogen SYnthase 2) tarafindan kodlanan glikojen sentaz enzimi yardimiyla UDP-glikoz
tizerinden sentezlenir. PGM1 (PhosphoGlucoMutase 1) ve PGM2 (PhosphoGlucoMutase 2)
genleri tarafindan kodlanan fosfo-glikomutaz enzimi glikoz-6-fosfati glikoz-1-fosfata
dontstirir. UDP-glikoz pirofosforilaz enzimi {iridin-tri-fosfat (UTP) ve glikoz-1-fosfat
molekiillerini kullanarak UDP-glikoz sentezlenmesini saglar. UDP-glikoz molekiilii
tizerinden glikogenin proteininin glikoziltransferaz aktivitesi ile glikojenine glikoz baglanir.
GSY1 (Glycogen SYnthase 1) ve GSY2 tarafindan kodlanan glikojen sentetaz enzimleri ve
GLC3 (GlycCogen 3) geni tarafindan kodlanan a-1,6 dallanma enzimi ile glikojen sentezi
gergeklesir. Glikojen yikimi ise GPH1 (Glycogen PHosphorylase 1) ve GDB1 (Glycogen
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DeBranching 1) genleri tarafindan kodlanan enzimlerin aktivitesi ile glikoz-1-fosfat ve

serbest glikoz molekiilleri elde edilir (Sekil 4) (Frangois ve Parrou, 2001).

Yo .| transferase ()
(XY debranching {g s e !‘2)}

Glucose

elongation Tyr Tyr

18/8)¢ UDP-Glucose PPi UDP

ure
T Glucose-1P

Trehalose-6P .--1'-complex X -
@® g

Pi Trehalose ———> 2 Glucose \
Glucose

Sekil 4. S. cerevisiae maya hiicrelerinde glikojen biyosentezi.

Francois ve Parrou, 2001

2.3. TOR Sinyal Sistemi

S. cerevisiae maya tiiriinde farkli azot kaynaklari bir dizi sinyal yolag ile algilanir ve
hiicre i¢ine alinarak kullanilir. Bu sinyal yolaklar1 farkli regiilator proteinlerin aktivitesi ile
kontrol edilmektedir (Magasanik ve Kaiser, 2002). S. cerevisiae maya tiirii genel olarak
amonyum tuzlarmi ve glutamini azot kaynagi olarak kullanirken, azot ac¢ligi durumunda
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alternatif azot kaynaklarmin kullanimina yo6nelir. Maya hiicreleri tarafindan kullanilan
alternatif azot kaynaklar1 serbest aminoasitler, prolin ve iiredir (Ter Schure vd., 2000). Maya
hiicreleri glutamin ve amonyum tuzlarini giiglii azot kaynagi olarak kullanirken, prolin ve
iire zayif azot kaynagi olarak kullanilir. Giiclii ve zayif azot kaynaklarinin kullanimi
esnasinda bazi genlerin ifadelerinde degisiklikler gerceklesir. Maya hiicreleri azot acligina
maruz kaldiginda ribozom biyogenezi ve translasyon siirecinde meydana gelen azalmalar

nedeniyle hiicre siklusunun GI1 evresinde uzama ve biiyiimede yavaslama gozlenir

(Klosinska vd., 2011).

S. cerevisiae maya hiicrelerinde hiicre biiyiimesinin kontroliinde ve besin agliginda
olusacak olan hiicresel yanitlarin diizenlenmesinde TOR sinyal yolagi 6nem arz etmektedir
(Rohde ve Cardenas, 2003). S. cerevisiae maya tiiriinde iki farkli TOR kompleksi
bulunmaktadir (TORC1 ve TORC2). TORC1 kompleksi (TOR Complex 1) dort alt birimden
olusmaktadir (Koglp (Kontroller of Growth), Lst8p (Lethal with Sec Thirteen), Tco89p;
(Tor Complex One), Torlp/Tor2p). TORC2 (TOR Complex 2) kompleksi ise Avolp
(Adheres Voraciously to Tor2), Avo2p, Avo3p Tor2p, Bit61p (Binding Partner of Tor2p) ve
Lst8p, olmak lizere alt1 alt birimden olusur (Sekil 5) (Wullschleger vd., 2006). TORC1
kompleksi rapamisin varlifinda inhibe olurken, TORC2 kompleksi rapamisinden
etkilenmemektedir. Rapamisin varliginda ya da azot eksikliginde TORC1 kompleksi
baskilanir ve hiicre i¢i stress genleri aktive olarak Nitrogen Discrimination yolagi (NDP) ve

Retrograde Response yolaginda (RTG) gorevli olan genleri aktive eder.

S. cerevisiae maya tiiriinde Torlp ve Tor2p protein kinaz enzimleri TOR1 ve TOR2
genleri tarafindan kodlanir. Torlp ve Tor2p yaklasik 280 kDa agirliginda olup amino asit
dizileri %67 oraninda benzerlik gostermektedir. Torl ve Tor2 proteinleri hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde ve devamliliginda gorevlidir. Hiicre dongiisi devam ederken Tor2
proteini, hiicre iskeleti elemant olan aktinlerin diizenlenmesinden sorumludur (Schmidt vd.,

1996; Waullschleger vd., 2006).
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TORC1
Lst8 Ribozom biyogenezi
= — Translasyon
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TORC2
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Sekil 5. S. cerevisiae maya tiiriinde TORC1 ve TORC2 kompleksi.
Wullschleger vd., 2006’dan modifiye edilmistir.

Besin agligina maruz birakilan mayalarda ve diger organizmalarda yasam
uzunlugunda artma oldugu onceki caligmalarda gosterilmistir (Katewa ve Kapahi, 2010).
Kalori kisitlamasi (Caloric restriction, CR), Ras-PKA ve TOR/Sch9 sinyal yolaklarindan
gelen sinyalleri azaltarak yasam uzunlugunu artirmaktadir. Her iki sinyal yolag: biiylimenin
kontroliinde, metabolizmanin regiilasyonunda ve besin stresine karsi cevap olusturulmasinda
gorevli olup birlikte ¢aligirlar. TOR sinyal yolagi CAMP/PKA sinyal iletim sistemi ile ters
caligir (Herman ve Ramachandran, 2011). TOR sinyalinin yaslanma geciktirici role sahip
oldugu yapilan ¢aligmalar ile tespit edilmistir (Kaeberlein vd., 2005; Powers vd., 2006;
Medvedik vd., 2007). S. cerevisiae hiicrelerinde, TOR yolagindaki genlerde olusan
mutasyonlar veya maya hiicrelerinin rapamisine maruz birakilmasi kronolojik hayat
uzunlugunun (Chronologic Life Span, CLS) uzamasina neden olmaktadir (Powers vd.,
2006). Kuvvetli bir azot kaynagi olan glutamin TOR kompleksinin diizenlenmesinde
gorevlidir. Glutamin veya bagka giiglii azot kaynaginin varliginda TOR kompleksi, GIn3p,
Gatlp, Rtglp ve Msn2/4p proteinlerinin pasif olarak kalmasini saglar. TOR yolaginin
rapamisin ile inhibisyonu, hiicre siklusunun G1 fazinin uzamasina, protein sentezinin

baskilanmasina, otofajinin artmasina ve glikojen birikiminde artisa neden olmaktadir (Rohde
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ve Cardenas, 2003). Ayrica TOR yolaginin inhibisyonu, kalori kisitlamasinda oldugu gibi,
Sir2 aktivitesini artirarak ve rDNA stabilizasyonu yaparak kronolojik hayat uzunlugunun
artmasmna neden olmaktadir (Medvedik vd., 2007). TOR inhibisyonu ve kalori
kisitlamasinda Sir2 bagimli yasam uzunlugunun artisi, Msn2/4 transkripsiyon faktorlerinin
sitoplazmadan niikleusa gegerek PNC1 (Pyrazinamidase and NiCotinamidase) promotor
bolgesinde bulunan STRE dizilerine baglanarak aktive edilmesiyle ger¢eklesmektedir (Sekil
6) (Medvedik vd., 2007).

Kalori Kisitlamasi

/X

PKA <«—— TOR l— Rapamisin

Msn2/4 \
fé T 5\ R1b020111 .
biyogenezi

Respirasyon
(NAD/ NADH)
\ PNC1
Sir2, Hst2 ERCs —‘ Omiir uzunlugu

Sekil 6. TOR Sinyali ve CR'nin Maya Replikatif Omriinii Diizenlemesi ve Msn2/4
proteinlerinin niikleer lokalizasyonu.

Medvedik vd., 2007
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Yapilan ¢alismalarda, TOR sinyal yolaginin inhibisyonuyla okaryotik canlilarda
yaslanmanin geciktirilebilecegi ve omriin uzatilabilecegi one siirtilmiistiir (Vellai, 2003;
Medvedik, 2007). TOR sinyal yolaginin inhibe edilmesinin, yasam siiresini nasil etkiledigini
ortaya ¢ikarmak amagli yapilan bir calismada ise TORCI kompleksinin baskilanmasi
sonucunda RNA polimeraz Il aracilig1 ile gergeklestirilen transkripsiyonun baskilandigi ve

rDNA genlerinde histonlarin deasetilasyona ugradigi tespit edilmistir (Ha ve Huh, 2010).

2.4. SIR2 Geninin Yapis1 ve Fonksiyonu

Mayalarda en iyi karakterize edilen yaslanma ile iliskili olan SIR2 genidir. Sir2 ilk
olarak mayada genleri susturabilen kromatin diizenleyici olarak tanimlanan, sirtuin
familyasina ait bir proteindir (Brachmann vd., 1995). Sir2 proteini telomer bolgelerinde
transkripsiyonun baskilanmasinda, rDNA genlerinin ve giftlesme-tipi (Mating-type)
genlerinin susturulmasinda gorevlidir. Ayrica Sir2 proteini ¢ift zincirli DNA kiriklarinin
tamirinde, hiicre dongiisiinde ve kromozomlarin stabilizasyonunda da gorevleri vardir. S.
cerevisiae maya tirinde SIR2 genine ilave olarak, Hstl, Hst2, Hst3 ve Hst4 sirtuin
proteinlerini kodlayan 4 gen daha bulunmaktadir. HST1 (Homolog of SIR Two 1) ve SIR2
genleri birbirinin paralogu olup, farkli islevlere sahiptir. HST1 asir1 ifade edildiginde, Mata
hiicrelerinde SIR2 gen mutasyonunun etkilerini baskilayabilmektedir (Brachmann vd.,
1995). Ayrica Hstl, Sum1 DNA baglanma proteini ile birlikte kompleks olusturarak spesifik
bazi genlerin baskilanmasii, NAD" ve tiamin biyosentezini baskilamaktadir. Hst2,
sitoplazmada lokalize olup, subtelomerik genlerin ve rDNA genlerinin susturulmasini
olumsuz etkilemektedir. Hst3 ve Hst4 proteinleri histon deasetilaz olarak gorev yapan diger
sirtuinlerdir ve H3K56 icin spesifik olan histon deasetilazlardir. H3K56 deasetilasyonu
hiicre dongiisiiniin devamliligini  ve transkripsiyonel olarak genin susturulmasini

saglarmaktadir (Brachman vd., 1995; Xie vd., 1999; Li vd., 2010;).

Sir2 proteininin glukoneogenez, oksidatif stres yanitinda ve NF-kB sinyal
yolaklarinda gorev aldigi belirtilmistir (Houtkooper vd., 2012; Qin vd., 2017). Sir2
proteininin yoklugunda, etanol alimi ve katabolizmasinin artmasindan ve stres direng
genlerinin aktivasyonundan dolay1 kronolojik yasam uzunlugunun dramatik olarak azaldig:
tespit edilmistir (Fabrizio vd., 2005). Ayrica SIR2 gen mutasyonu tasiyan maya hiicrelerinin

kronolojik yasam uzunlugunun ve oksidatif stres direncinin eksponensiyel sathada azaldigi,
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post-dioksik ve duragan asamada ise arttigi rapor edilmistir (Kang vd., 2014). S. cerevisiae
maya tiiriinde 1s1 soku transkripsiyon faktorii olan Hsf1 proteini gesitli ¢evresel streslere karsi
yanit olusturulmasinda gorevlidir (Nussbaum vd., 2014). Hsfl proteini birgok organizmada
korunmus olarak bulunur ve 1s1 soku elementlerine (Heat Shock Element-HSE) baglanarak
calisir. Hsflp’nin aktive olmasi ve DNA’ya baglanmasinin ger¢eklesmesi igin, Sir2
tarafindan deasetillenmesi gerekir (Patel, 2016). S. cerevisiae maya hiicrelerinde, diisiik
glikoz konsantrasyonunda Hsfl proteininin aktive edildigi, maya hiicrelerinde kalori
kisitlamasina stres yaniti olarak yasam siiresinin uzamasina dahil olan genlerle iligkili oldugu

gosterilmistir (Hahn ve Thiele, 2004).

NAD" bagimli histon deasetilaz aktivitesine sahip Sir2 proteininin farkli stres
kosullarinda gorev alarak maya hiicrelerinin strese direncini etkiledigi gosterilmistir (Kang
vd., 2014). Trehaloz molekiilii farkli stres kosullarinda biriktirilen ve stres sonrasi yikilarak
karbon kaynagi olarak kullanilan bir stres metabolitidir. Trehalozun sentezinden sorumlu
olan genlerden TPS1 geni ve yikimindan sorumlu olan genlerden NTH1 geninin farkli stres
kosullarinda Msn2/4 transkripsiyon faktorleri aracilifiyla transkripsiyonlarinin arttigi
bilinmektedir. TOR sinyal sistemi Msn2/4 transkripsiyon faktorlerinin niikleer
lokalizasyonu belirleyerek dolayl olarak STRE igeren genlerinde transkripsiyonlarini regiile
etmektedir. Bu nedenle yiiriitiilen tez calismasinda daha 6nce iliskisi belirlenmemis Sir2
proteinin NTH1 ve TPS1 gen ekspresyonuna etkisi belirlendi. Ayrica, azot agligina maruz
birakilan yaban tip ve Asir2 mutant maya hiicrelerinin trehaloz ve glikojen birikimleri

olciildii.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1 Calismada Kullanilan Maya Suslari

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan BY4741 maya susu (MATa; ura340; leu2A0;
his3A1; met1540) ve Y03738 maya susu (MATa; ura3A40; leu2A0; his341; metl5A40;
YDL042C::kanMX4) S. cerevisiae suslari olup EUROSCARF (European Saccharomyces
cerevisiae Archive for Functional Analysis) koleksiyonundan satin alindi. Genomu tamamen
dizilenen haploid S. cerevisiae BY4741 maya susunun metabolik yolaklarda rol alan
genlerinde mutasyon bulunmamaktadir. Bu nedenle galismada kontrol maya susu olarak
kullanildi. Diger S. cerevisiae Y03738 maya susu ise yaban tip BY4741 maya susu ile
izogenik olup SIR2 gen mutasyonu tagimaktadir.

3.2. Plazmit Amplifikasyonu ve Maya Hiicrelerine Transformasyonu

Arastirmada NTH1-LacZ, TPS1-LacZ ve SUC2-LacZ gen fiizyonlarini igeren YEp
(Yeast Episomal plasmid) plazmitleri kullanildi. YEp plazmitleri, S. cerevisiae hiicrelerinde
secici lireme ortam1 kosullarinda stabil olarak kalabilmektedir. NTH1-LacZ ve TPS1-LacZ
gen fiizyonu barindiran pNL1 plazmitleri Prof. Dr. Jean M. Frangois’dan (Institut National
Des Sciences Appliquées, Toulouse, France) temin edilmistir. SUC2-LacZ gen fiizyonu ise
Tilay TURGUT GENC tarafindan yiiriitiilen daha 6nceki ¢aligmalar esnasinda hazirlanmis
olup CYC1-LacZ gen fiizyonunun promotor bolgesi ile SUC2 geni promotor bolgesi
degistirilmistir (Tirkel vd., 2003). YEp plazmitlerinin yapisinda Escherichia coli bakteri
hiicrelerinde replikasyon i¢in ColE replikasyon orijini ile seleksiyon i¢in ampisiline direngli
olmasini saglayan beta-laktamaz geni (BLA), ve S. cerevisiae maya hiicrelerinde replikasyon
icin 2 mikron replikasyon orijini ile seleksiyon i¢in URA3 (URAcil requiring 3) geni
bulunmaktadir. NTH1-LacZ gen flizyonunu iceren plazmitte NTH1 geninin 770 bg
uzunlugundaki promotor bolgesi, TPS1-LacZ gen fiizyonunu igeren plazmitte ise TPS1
geninin 1000 b¢ uzunlugundaki promotor bdlgesi bulunmakta olup bu bolgelerin gen
transkripsiyonunun regiilasyonu i¢in gerekli olan tiim kontrol dizilerini icerdigi rapor
edilmistir (Parrou ve Frangois, 1997). Stres ile transkripsiyonu aktive edilmedigi bilinen
SUC2 (Sucrose nonfermenting 2) genine ait promotor bolgesini barindiran SUC2-LacZ gen
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flizyonu ¢alismamizda kontrol olarak kullanildu.

NTH1-LacZ, TPS1-LacZ ve SUC2-LacZ gen fiizyonunu igeren plazmitler MgCl-
CaCly yontemi kullanilarak XL1-Blue E. coli hiicrelerine aktarildi. Transformant bakteri
hiicrelerinin ayristirtlmasi i¢in TYE*™ (Ampisilin: 35 mg/mL) petrilerine ekimi yapildu.
TYE* petrilerinde tireme gosteren bakteri hiicrelerinden rastgele bir koloni segilerek
NBA™ besin ortamina inokiile edildi. Transformant E. coli hiicreleri yaklasik 16-18 saat, 37
°C’de ve 120 rpm/dk hizda galisan ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Plazmit
purifikasyon kiti (GeneJet Plasmid Kit, #K050-Fermentas) kullanilarak, transformant E. coli
hiicrelerinden NTH1-LacZ, TPS1-LacZ ve SUC2-LacZ gen fiizyonunu igeren plazmitler
saflagtirildi. Plazmit piirifikasyonu ile elde edilen plazmitler, 100 uL 1xTE ¢o6zeltisinde

resuspend edilerek daha sonra kullanilmak iizere -20 °C’de stoklandi.

Calismamizda NTH1-LacZ, TPS1-LacZ ve SUC2-LacZ gen fiizyonunu igeren
plazmitler, yaban tip (BY4741) maya susuna ve Asir2 maya susuna LiOAc/SS-DNA/PEG
metodu kullanilarak transformasyonu yapildi. Transformasyon sirasinda tasiyict DNA
olarak Herring Sperm DNA (5 pL HS-DNA) kullanildi. Transformant maya suslarinin
seleksiyonu igin, maya hiicreleri YNBD-HLM (%0,16 Yeast Nitrogen Base + %0,5
Amonyum siilfat + %2 Dekstroz + %0,2 Histidin + %0,3 Losin + %0,2 Metiyonin + %2
Agar) besi ortamina ekilerek 3-4 giin boyunca 30 °C’de iiretildi. Petrilerde lireme gosteren
transformant maya kolonilerinden bir koloni segilerek taze YNBD-HLM kat1 besi yerine
aktarild1 ve 3-4 giin 30 °C’de inkiibasyona birakildi. Transformant S. cerevisiae suslarini

iceren petriler beta-galaktozidaz enzim aktivitelerinin belirlenmesi i¢in +4 °C’de muhafaza
edildi.

3.4. Maya Suslarinn ikilenme Siirelerinin Belirlenmesi

Yaban tip (BY4741) ve 4sir2 mutant (Y03738) S. cerevisiae maya suslarinin iireme
egrileri %0,2 urasil igeren YNBD-HLM iireme ortaminda belirlendi. Maya hiicreleri sivi
kiiltiir ortaminda 15 giin boyunca 30 °C sicaklikta ve 120 rpm calkalama ile inkiibe edildi.
Bu siirenin ilk 2 giiniinde 2 saatte bir, diger giinlerde 6 saate bir 1 mL numune alinarak
spektrofotometrede ODgoo degerleri olgiildii. Calismanin sonunda yaban tip ve Asir2 mutant

maya suslarinin zamana kars1t ODesoo degerine karsilik gelen hiicre sayisini igeren iireme
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egrileri (Growth curve) ¢izildi. Maya hiicrelerinin lireme egrileri kullanilarak ikilenme
stireleri (Doubling Time, Dt) ve spesifik iireme oranlar1 (Specific Growth Rate, p)

hesaplandi.

3.5. Transformant Maya Suslarinin Ureme Kosullar

NTH1-LacZ, TPS1-LacZ ve SUC2-LacZ gen flizyonlarini tagiyan yaban tip ve Asir2
transformant maya hiicreleri 25 mL’lik erlenmayerlerde 5 mL YNBD-HLM sivi besi
ortaminda O/N tireme kiiltiirleri 16-18 saat sabit ¢alkalama ile 30 °C’de inkiibe edildi. O/N
hiicre kiiltiirlerinden yaklasik ODeoo degeri 0,2-0,3 olacak sekilde taze kiiltiirlere (YNBD-
HLM) trasnformant maya hiicreleri aktarildi ve ayn1 kosullarda logaritmik faza kadar (ODgoo
degeri yaklasik 0,6-0,7 araliginda) iiretildi. Logaritmik asamaya gelen hiicre kiiltiirlerinden
beta-galaktozidaz aktivite tayini i¢in 5 mL, trehaloz ve glikojen tayini igin 20 mL hacimde
ornekleme yapildi. Kalan hiicre kiiltiirleri 3 esit kiiltiire ayrildi. Birinci grupta yer alan
hiicreler stres uygulanmadan normal kosullar altinda iiremeye birakild. Ikinci ve iigiincii
gruptaki hiicreler 5000 rpm hizda +4 °C sicaklikta 5 dakika siireyle ¢oktiiriildii. Daha sonra
soguk distile su ile yikand1 ve tekrar ¢oktiiriilerek hiicre pelleti elde edildi. ikinci gruptaki
hiicreler amonyum siilfat yerine %0,1 prolin igeren YN (%0,16 Yeast Nitrogen Base + %2
Dekstroz + %0,2 Histidin + %0,3 Losin + %0,2 Metiyonin) siv1 kiiltiiri ile, tiglincii gruptaki
hiicreler ise %0,5 amonyum siilfat igeren YNBD-HLM s1v1 kiiltiirii ile resuspend edildi. Tiim
kiiltiirler sabit ¢alkalamada 4 saat siireyle 30 °C’de inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda
kiiltiirlerden beta-galaktozidaz enzim aktivitesini belirlemek i¢in 5 mL ve trehaloz ve

glikojen birikiminin tayini i¢in 20 mL 6rnek alindi.

3.6. Beta-Galaktozidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Farkli tireme kosullarinda iiretilen yaban tip ve mutant S. cerevisiae transformantlari
5000 rpm hizda 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Elde edilen transformant maya
hiicreleri 1 mL steril suda ¢6zdiiriilerek yikandi ve ayni sartlarda yeniden santrifiij edildi.
Coktiirtilerek toplanan maya hiicreleri 200 pLL Breaking Tamponu (100mM Tris (pH 8,0) +
%20 Gliserol + 4mM PMSF + 1mM DTT) i¢inde ¢ozdiiriildii ve ¢ozelti lizerine 20 pL
Kloroform ve 20 pL %0,1 SDS eklenerek gegirgenligi arttirilmis hiicre lizatlar1 elde edildi.
Bu hiicre lizatlarindan 30 pL alindi ve 970 uL Z-Tamponu (40mM NaH2PO4 + 60mM
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NaHPO4 + 1mM MgSO4 +10mM KCl) igeren cam test tiiplerine eklendi. Tiipler 1s1tic1 bloga
yerlestirildi ve 2 dakika 30 °C’de beklendikten sonra tizerlerine 200 L. ONPG ilave edilerek
reaksiyon baslatildi. Baslangi¢ zaman1 kaydedilen reaksiyon, tiiplerde sar1 renk olusumu
gozlenene kadar 30 °C’de inkiibasyona birakildi. Deney tiiplerinde sar1 renk olusumu
go6zlendigi zaman, tiiplere 500 pL 1M Na.COg ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon durduruldu ve
reaksiyonun bittigi siire kaydedildi. Olusan sar1 rengin miktar1 spektrofotometrede ODa2o
degerinde okunarak kaydedildi. Hiicre lizatlarinin toplam protein miktar1 Lowry ve
arkadaglar1 tarafindan gelistirilen yontem kullanilarak belirlendi (Lowry vd., 1951). Elde
edilen hiicre lizatlarindan 20 pL alinarak 1000 uL. Tampon C (9,8 mL Tampon A (%2
Na>,COs + %0,4 NaOH) + 100 uL %1,56 CuSO4.5H20) igeren cam test tiiplerine eklendi ve
oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Bu siire sonunda tiiplere 100 uL. Folin Ciocalteu ‘s
Phenol reagent eklenerek 30 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi. Tiiplerde goriilen
mavi rengin yogunlugu OD750 degerinde spektrofotometrik olarak dl¢timii yapildi ve elde
edilen degerler kaydedildi.

3.7. Hiicre ici Trehaloz ve Glikojen Miktarimin Belirlenmesi

Normal iireme kosullarindan ve stres kosullarindan alinan yaban tip ve 4sir2 mutant
maya hiicrelerinin depoladig: trehaloz ve glikojenin miktari Parrou ve Frangois (1997)
tarafindan gelistirilen enzimatik tayin yontemi kullanilarak belirlendi. Farkli iireme
sartlarinda elde edilen 20 mL maya hiicreleri santrifiij ile ¢oktiiriilerek toplandi. Soguk steril
distile su ile iki kez yikandiktan sonra hiicrelerin yas agirliklart belirlendi. Hiicre lizatinin
olusturulabilmesi i¢in hiicrelerin iizerine 250 pl 0,25M NaxCOs ¢ozeltisi ilave edilerek 95
°C‘de 2 saat protein inaktivasyonu yapildi. Hiicre lizatinin {izerine 150 ul 1M Asetik asit ve
600 puL NaOAC eklenerek pH 5,2 olarak ayarlandi. Maya hiicrelerinin hiicre i¢inde
biriktirdigi trehaloz ve glikojen miktarini belirlemek i¢in, hazirlanan hiicre lizatinin yarisina
3muU Trehalaz enzimi (Sigma T-8778) ilave edildi ve 37 °C’de 18 saat inkube edildi. Hiicre
lizatinin diger yarisina ise 100 mg a-amiloglikozidaz enzimi (Sigma, A-7420) eklenerek 57
°C’de 18 saat inkiibe edildi. Enzimatik reaksiyon sonunda trehalozun ve glikojenin yikimi
ile aciga ¢ikan glikoz miktart GOD (Glikoz Oksidaz Peroksidaz) yontemiyle belirlendi
(Goldstein ve Lampen, 1975). GOD enzimi {izerine eklenen hiicre lizatlar1 37 °C’de 15 dk
inkiibe edildi. Olusan pembe-kirmizi rengin miktar1 spektrofotometrede ODsss degerinde

ol¢iildii. Glikoz standardinin verdigi ODs46 absorbans degerine gore hiicre lizatlarin igerdigi
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glikoz miktari, glikoz standart ¢ozeltisinin icerdigi glikoz miktarma goére maya yas
agirh@inin iizerinden normalize edilerek, miligram hiicrede biriktirilen mikrogram glikoz

(ng glikoz/mg yas agirligi) olarak hesaplandi.

3.8. istatistiksel Analiz

Enzim deneyleri her bir transformant maya susu i¢in ikili setler olarak en az {i¢
tekrarlt bir sekilde gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar, en az ii¢ bagimsiz transformantin
ve li¢ bagimsiz deneyin ortalama + standart sapmasi (SD) hesaplandi. Veri analizleri Graph
Pad Prism 9 (Graph Pad Software Inc., La Jolla, ABD) kullanilarak yapildi. Veri analizi

sonucunda 0,05’ten kii¢iik olan farkliliklar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Maya Suslarimn ikilenme Siireleri ve Spesifik Ureme Oranlari

Calismada kullanilan yaban tip (BY4741) ve 4sir2 mutant (Y03738) S. cerevisiae
maya suslarinin tireme egrileri %0,2 urasil igeren YNBD-HLM iireme ortaminda belirlendi.
Maya suslarinin bir gecelik kiiltlirlerinden alinan hiicreler YNB-HLMU taze sivi besi
yerlerine ODeoo degeri 0,2 olacak sekilde gegirilerek 15 giin boyunca 30 °C sicaklikta ve 120
rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ilk 2 giiniinde 2 saatte bir diger giinlerde 6 saate bir
hiicre kiiltiirlerinden 6rnek alinarak spektrofotometrede ODgoo absorbans degeri belirlendi.
Yaban tip (BY4741) maya hiicrelerinin zamana kars1 6l¢iilen absorbans degerlerini igceren
grafik Sekil 8’de, 4sir2 mutant (Y03738) maya hiicrelerinin zamana kars1 6lgiilen absorbans
degerlerini i¢eren grafik ise Sekil 9°da verildi. Yaban tip ve 4sir2 mutant maya suslarinin
ODsoo degerine karsilik gelen logaritmik degerleri hesaplanarak zamana karsi grafige
yerlestirildi ve logaritmik iireme (Growth curve) grafigi ¢izildi. Yaban tip maya hiicrelerinin
logaritmik tireme grafigi Sekil 10’da, A4sir2 mutant maya hiicrelerinin logaritmik tireme
grafigi ise Sekil 11°de wverildi. Logaritmik grafik kullanilarak maya hiicrelerinin
eksponensiyel olarak ¢ogalma gosterdigi zaman aralifinda (4 saat-14 saat arali1) bulunan
absorbans degerlerine karsilik gelen hiicre miktar1 standart tireme grafigi kullanilarak
hesaplandi. Elde edilen degerlerin zamana kars1 Ln hiicre sayisini iceren grafigi ¢izilerek
yaban tip maya hiicreleri i¢in Sekil 12°de ve 4sir2 mutant maya hiicreleri i¢in Sekil 13’te
verildi. Maya hiicrelerinin ikilenme siireleri (Doubling Time, dt) ve spesifik ireme oranlari
(Specific Growth Rate, p) Ln hiicre sayis1 grafikleri kullanilarak hesaplandi.
Mikroorganizmalarin ikilenme siiresi hiicre sayisindaki artigin iki katina ulagmasi i¢in gecen
stireyi (t), spesifik bilylime orani (i) ise hiicre miktarinin toplam hiicre miktarina gore birim
zamandaki artisin1 temsil etmektedir. Yaban tip maya hiicrelerinin ikilenme siiresi (dt)
1,678+0,42 (1 saat 41 dakika+25 dakika) ve spesifik lireme orant (p) 0,4132 olarak
belirlendi. 4sir2 mutant maya hiicrelerinin ikilenme siiresi (dt) ise 1,648+042 (1 saat 39
dakika+25 dakika) ve spesifik iireme orani (u) 0,4207 olarak hesaplandi. Calismamizda
yaban tip ve Asir2 mutant maya hiicrelerinin hiicre dongiisiinii yaklasik olarak 2 saatte (£25
dakika) tamamladigi belirlendiginden bir sonraki agsamada uygulanacak olan azot agligi stres

stiresinin en az bir hiicre dongiisiinii tamamlayabilmesi i¢in 4 saat olarak belirlendi.
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4.2. Sir2 Proteinin NTH1 ve TPS1 Gen Ekspresyonlarina Etkisi

Farkli genetik ve fizyolojik degiskenler maya hiicrelerinin yasam uzunlugunu
artirdig1 gibi farkli stres kosullarina da direng gostermesini saglamaktadir. Yaslanmanin en
belirleyici sebebinin hiicrelerin veya organizmanin stres ile basa ¢ikma yetenegini
kaybetmesi olarak goriilmektedir (Kourtis ve Tavernakis, 2011). S. cerevisiae maya
hiicrelerinde NAD* bagimli histon deasetilazi kodlayan SIR2 geni kromatinin
sessizlestirilmesinde (Chromatine silencing) gorevli olup maya hiicrelerinin kronolojik
yasam uzunlugunu (CLS) etkilemektedir. Replikatif yasam uzunlugu i¢in gerekli olan SIR2
geninin kronolojik yasam uzunlugu ve farkli streslere karsi yiiksek direng i¢in de gerekli

oldugu gosterilmistir (Longo vd., 2012).

NTH1 ve TPS1 trehaloz metabolizmasinda gdrevli enzimleri kodlayan genler olup
farkl: stres kosullarinda her iki genin de transkripsiyonlar1 aktive edilmektedir (Parrou vd.,
1999). Bu nedenle ¢alismamizda Sir2 proteininin NTH1 ve TPS1 transkripsiyonuna olan
etkisi normal iireme kosullarinda ve azot acligi ile olusturulan besin stresi sartlarinda
belirlendi. Bu amagla NTH1-LacZ ve TPS1-LacZ gen fiizyonu igeren plazmitler, SIR2 geni
icermeyen (4sir2) ve igeren (yaban tip) maya suslarina transforme edildi. Her iki gen i¢in
kullanilan promotor bdlgeleri transkripsiyonel regiilasyon i¢in gerekli olan STRE

elementlerini icermektedir (Parrou vd., 1997).

Yaban tip ve Asir2 mutant maya hiicrelerinin normal {ireme ortaminda logaritmik
asamada belirlenen NTH1 ve TPS1 promotor aktivasyonlart Sekil 14’te verildi. Yaban tip
maya hiicrelerinin stres ortamina aktarilmadan 6nce (logaritmik asamada) belirlenen beta-
galaktozidaz enzim aktivitesi NTH1-lacZ fiizyonu i¢in 107,5+20,1 {inite ve TPS1-lacZ gen
flizyonu i¢in 308,9+15,2 {inite olarak Olcilildii. Mutant maya hiicrelerinin stres ortamina
aktarilmadan 6nce belirlenen beta-galaktozidaz enzim aktivitesi ise NTH1-lacZ flizyonu igin
812,7+102,6 tinite ve TPS1-lacZ gen fiizyonu i¢in 1015,2+121,3 iinite olarak hesaplandi.
Normal iireme kosullarinda yaban tip maya hiicrelerinde belirlenen TPS1 promotor
aktivasyonunun NTH1 promotor aktivasyonundan yaklasik 3 kat fazla (p<0,05) olmasina
ragmen mutant maya hiicrelerinde NTH1 ve TPS1 promotor aktivasyonlari arasinda anlaml
bir fark (p>0,05) olmadig1 belirlendi. Genel olarak mutant maya hiicrelerinde belirlenen

NTH1 ve TPS1 gen ekspresyonlarinin yaban tip hiicrelerinden daha yiiksek oldugu gozlendi.

28



Normal kosullarda 4sir2 maya hiicrelerinde belirlenen NTH1 gen ekspresyonunun yaban tip
maya hiicrelerinden yaklasik 7-8 kat fazla (p<0,05), TPS1 gen ekspresyonunun ise yaban tip
maya hiicrelerinden ortalama 3 kat daha fazla (p<0,05) oldugu tespit edildi. Sir2 proteininin
yoklugunda NTH1 ve TPS1 transkripsiyonunun artmasi Sir2 proteininin standart iireme
kosullarinda (%2 glikoz ve 30 °C) bu genlerin baskilanmasinda gorev aldigini

gostermektedir.

Daha 6nce yapilan c¢aligmalarda Sir2 proteininin yoklugunda birgok stres direng
geninin pozitif olarak etkilendigi gosterilmistir (Vendrell ve Posas, 2011). Sir2 proteini
icermeyen maya hiicrelerinde oksidatif stres direncinin ve kronolojik yasam uzunlugunun
logaritmik asamada azalmasi ve post-dioksik ve duragan asamada artmasi, Sir2 proteininin
oksidatif stres direncini ve kronolojik yasam uzunlugunu lireme asamasina bagh olarak
diizenledigini gostermektedir (Kang vd., 2014). Calismamizda da stres kosullarinda aktive
olmas1 gereken NTH1 ve TPS1 genlerinin, Sir2 proteininin yoklugunda standart iireme

kosullarinda aktive olduklar1 belirlenmistir.

Cyc8-Tupl ko-represor kompleksi, glikoz ve oksijen kullanimi, ozmotik stres, DNA
onarimi, mating, sporiilasyon, mayoz ve flokiilasyon gibi mayadaki bir¢ok asamanin
gergeklesmesinde rol alan yolaklarda gorev almaktadir (Smith ve Johnson, 2000; Malave ve
Dent, 2006). Komplekste yer alan Cyc8p ve Tupl proteinlerinin DNA baglama 6zelligi
olmadigi i¢in DNA baglama faktorleri (a2-Mcm1p, Crtlp, Miglp, Rox1p, Sfllp ve Nrgl
gibi) tarafindan promotorda bulunan spesifik baglanma bolgelerine getirilmesi (recruitment)
gerekmektedir (Smith ve Johnson, 2000). Cyc8-Tupl kompleksi ayrica kromatin ile
etkilesime girerek niikleozomlarin pozisyonlarini, histon asetilasyonunu ve histon varyanti
Htz1 proteininin birikimini etkilemektedir (Chen vd., 2012; Gligoris vd., 2007). Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda Tuplp ile Rpd3p, Hoslp, Hos2p (Class | HDAC) ve Hdalp (Class Il
HDAC) arasindaki genetik ve biyokimyasal etkilesimler gosterilmistir (Watson vd., 2000;
Davie vd., 2003). Bu histon deasetilazlarin silinmesi promotor bolgelerindeki histonlarin
hiperasetilasyonuna neden olmustur. Tup1p ile iliskili histon deasetilazlarin, H2B, H3 ve H4
histonlarinin N-terminal ucundan asetil gruplarinin ¢ikarilmasindan sorumlu oldugu ve
Tuplp baglanmasi ile histon deasetilasyonu arasinda karsilikli bir iliski oldugu tespit
edilmistir (Flemming vd., 2014).
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Nrgl ve Nrg2 proteinleri ¢inko-parmak yapisinda (C2H2 zinc finger structure) DNA
baglanma proteinleri olup transkripsiyonel represyonda gorev almaktadir (Park vd., 1999;
Vyas vd, 2005). Karbon kaynagina duyarli genlerin (carbon source-responsive genes)
regiilasyonunda Nrgl ve Nrg2 proteinlerinin roliinii belirlemek igin yapilan genomik
ekspresyon analizinde, stres icermeyen ortamda glikoz varliginda ¢ogaltilan maya
hiicrelerinde, Nrgl ve Nrg2p tarafindan bastirilan genlerin biiylik bir kisminin
promotorlarinda STRE ve STRE-benzeri DNA dizileri icerdigi ve bu genlerin stres
kosullarina yanit olarak diizenlendigi belirlenmistir. NTH1 ve TPS1 genlerinin promotor
bolgesinde Msn2/4 transkripsiyon faktorlerinin baglanabilmesi icin gerekli olan STRE (5'-
CCCCT-3") dizileri bulunmaktadir (Goldberg vd., 2004). Genom-tabanli lokasyon analizi
sonucunda Nrgl proteininin konsensus baglanma dizisi 5'-GGaCCCT-3' olarak
belirlenmistir (Harbison vd., 2004). Daha 6nce yapilan in silico promotor analizinde NTH1
promotor bolgesinde ii¢ Nrgl baglanma bdlgesinin bulundugu ve bunlardan transkripsiyonel
baslangi¢ bolgesinin —349 bp yukarisinda bulunan {i¢iincii CCCT kutusunun Nrgl represor
proteinin dngoriilen hedef dizisi oldugu belirlenmistir (Turgut Geng ve Dogan, 2019). Ayrica
ayni ¢alismada NTH1 transkripsiyonunun standart iireme kosullarinda ve azot agliginda

degismedigi, yaban tip maya hiicrelerinden yaklasik 7 kat fazla oldugu gosterilmistir.

Bu bilgiler dogrultusunda standart iireme kosullarinda maya hiicrelerinde bulunan
Cyc8-Tupl ko-represor kompleksi DNA baglanma 6zelligi olan Nrgl repressor proteini
araciligryla NTH1 ve TPS1 promotor bdlgesine baglanarak histon deasetilaz aktivitesine
sahip Sir2 proteini araciligtyla transkripsiyonu baskilamig olabilir (Sekil 15a). Bu nedenle
calisgmamizda normal iireme kosullarinda yaban tip maya hiicrelerinde NTH1 ve TPS1
transkripsiyonunda baskilanma gozlenitken Asir2 maya hiicrelerinde Sir2 proteini
olmadigindan NTH1 ve TPS1 transkripsiyonu tam olarak baskilanamadigi i¢in yiiksek
transkripsiyon gézlenmis olabilir (Sekil 15b).

Daha 6nce yapilan ¢aligmada Torl proteininn Sir2 aktivitesini kontrol ederek PMAL
(Plasma Membrane ATPase) gen ekspresyonunu regiile ettigi gosterilmistir (Nimbadas vd.,
2020). TOR sinyal yolaginin inhibisyonu Sir2 aktivitesini artirmaktadir (Medvedik vd.,
2007). Nikotinamidaz enzimi i¢in kodlu PNC1 geninin ekspresyonu kalori kisitlamasinda ve
1s1 soku veya ozmotik sok gibi hafif stres kosullarinda artmaktadir (Gallo vd., 2004). PNC1

geninin aktivasyonu promotor bolgesinde bulunan STRE dizilerine Msn2/4 proteinlerinin
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baglanmasi ile gerceklesir. Msn2/4 proteinlerinin niikleer lokalizasyonunun kontrolii PKA
ve TOR sinyal yolagi ile saglanmaktadir. TOR yolaginin zayif azot kaynagi veya rapamisin
ile inhibisyonu Msn2/4 proteinlerinin niikleusa gegerek PNC1 gen ekspresyonu aktive
etmesine ve Pncl proteininin Sir2 protein aktivitesinin artirmasina neden olur. Yaban tip
maya hiicrelerinde gozlenen diisik NTH1 ve TPS1 transkripsiyonu daha once yapilan
caligmalar ile paralellik gostermektedir. Sir2 proteni H3 ve H4 histon proteinlerinin amino
ucunda bulunan lizin amino asitini deasetile ederek aktif kromatini inaktif hale
gecirmektedir. NTH1 ve TPS1 promotorunda lokalize olan niikleozomlarin yapisindaki
histonlarin deasetile edilememesinden dolay1 promotor aktivasyonu Asir2 maya hiicrelerinde

devam etmis olabilir.

(a) Yaban Tip

NTH1 / TPS1

S 2

;‘ - s’_\: e .JE'/, [:

/‘ NTH1 / TPS1

o = 0 De
- - -

Sekil 14. Sirl proteinin varhiginda NTH1 ve TPS1 gen ekspresyon modeli.
Flemming vd., 2014’ten modifiye edilmistir

4.3. Sir2 Proteinin Stres Kosullarinda NTH1 ve TPS1 Gen Ekspresyonlarina
Etkisi

Yaban tip ve Asir2 mutant maya hiicrelerinin stres kosullarinda NTH1 ve TPS1

promotor aktivasyonlarini belirlemek i¢in logaritmik olarak ¢ogalmakta olan NTH1-LacZ ve
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TPS1-lacZ gen flizyonu igeren yaban tip ve Asir2 maya hiicreleri prolin iceren iireme
ortamina gegirildi. Promotor aktivitelerinin yalnizca azot kokenli besin aglig1r kaynakli
olmasi i¢in iireme ortami taze hazirlandi ve glikoz ilave edildi. Ayrica kontrol olarak maya
hiicreleri gii¢lii azot kaynagi (amonyum siilfat) i¢eren taze lireme ortamina gegirildi. Zay1if
ve kuvvetli azot kaynagi igeren iireme ortamlarinda yaban tip ve 4sir2 maya hiicrelerinin en
az bir hiicre donglistinii tamamlayabilmesi i¢in 4 saat inkiibe edildi ve beta-galaktozidaz

enzim aktiviteleri belirlendi.

Yaban tip ve Asir2 mutant maya hiicrelerinin stres ortaminda belirlenen NTH1
promotor aktivasyonu Sekil 16’da verildi. Yaban tip maya hiicrelerinin zayif azot kaynagi
iceren iireme ortaminda belirlenen beta-galaktozidaz enzim aktivitesi 912,8+124,3 iinite ve
kuvvetli azot kaynagi igeren lireme ortaminda belirlenen beta-galaktozidaz enzim aktivitesi
151,3+28,2 {inite olarak 6lgiildii. Mutant maya hiicrelerinde ise NTH1 promotor aktivasyonu
zayif azot kaynagi igeren ortamda 3217,8+325,8 {inite ve kuvvetli azot kaynagi igeren
ortamda 819,5+121,5 iinite olarak hesaplandi. Eksponensiyel olarak ¢ogalmakta olan maya
hiicreleri stres igeren ortama aktarildiginda NTH1 promotor aktivasyonunun yaban tip maya
hiicrelerinde 8 kat (p<0,05) ve Asir2 mutant maya hiicrelerin 4 kat (p<0,05) arttig1 tespit
edildi. Ancak eksponensiyel olarak iiremekte olan yaban tip ve mutant maya hiicreleri stres
icermeyen taze lireme ortamina gegirildiginde NTH1 promotor aktivasyonunun yaban tip
(151,34£28,2) ve mutant (819,5+121,5) maya hiicrelerinde degismedigi (p>0,05) belirlendi.
Ayrica stres kosullarinda Asir2 mutant maya hiicrelerinde belirlenen NTH1 promotor
aktivasyonunun yaban tip maya hiicrelerinde belirlenen promotor aktivasyonundan yaklasik
4 kat fazla (p<0,05) oldugu tespit edildi. Normal iireme kosullarinda ve stres ortaminda Asir2
mutant maya hiicrelerinde NTH1 promotor aktivasyonunun yaban tip maya hiicrelerinden
daha yiiksek olmasi, Sir2 proteininin NTH1 gen aktivitesinin sessizlestirilmesinde goérev

aldigin1 gostermektedir.
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NTHL1 transkripsiyonu Msn2/4 proteinlerinin NTH1 promotorunda bulunan STRE
dizilerine baglanmasiyla aktive edilmektedir. Msn2/4 transkripsiyon faktorlerinin
aktiviteleri ise cAMP/PKA ve TOR sinyal yolaklar ile kontrol edilmektedir. Giiglii azot
kaynaginda TOR sinyal yolagi aktif hale gecerek Msn2/4 transkripsiyon faktorlerinin
sitoplazmaya ge¢mesi ve inaktif halde tutulmasini saglar. Zayif azot kaynaginin varliginda
Torl kinaz inaktifleserek daha once fosforlanmis Msn2/4 proteinlerinin Protein fosfataz ITA
(PPIIA) tarafindan defosforile edilmesine neden olur. Msn2/4 proteinleri niikleusa gecerek
NTH1 promotorunda bulunan STRE dizilerine baglanarak transkripsiyonu aktive eder. Bu
aktivasyon i¢in NTH1 promotorunda lokalize olan histon proteinlerinin histon asetilazlar
tarafindan asetillenmesi gerektigi, asetilasyon miktarinin artmasia paralel olarak gen
aktivitesinin de arttig1 diigiiniilebilir. Bu nedenle, stres kosullarinda Sir2 histon deasetilaz
aktivitesi icermeyen maya hiicrelerinde NTH1 promotor aktivitesinde artis gergeklesmis
olabilir. Daha 6nce yapilan in silico promotor analizinde NTH1 promotorunda lokalize olan
STRE dizilerinin niikleozomlar tarafindan kapatildig: belirlenmistir (Turgut Geng ve Dogan,
2019). Msn2/4 proteinlerinin STRE dizilerine baglanabilmesi icin histon asetilasyonu
gerekmektedir. NTH1 gen aktivasyonunun histon deasetilaz enzim aktivitesinin olmadigi
kosullarda ve stres kosullarinda yiiksek oranda arttig1 belirlenmistir. Bu durum NTH1 gen

aktivasyonunun histon asetilasyonuna paralel olarak arttigin1 gostermektedir.

Yaban tip ve Asir2 mutant maya hiicrelerinin stres ortaminda belirlenen TPS1
promotor aktivasyonu ise Sekil 17°de verildi. Yaban tip maya hiicrelerinin zay1f azot kaynag:
iceren lireme ortaminda belirlenen beta-galaktozidaz enzim aktivitesi 905,6-104,6 {inite ve
kuvvetli azot kaynagi igeren lireme ortaminda belirlenen beta-galaktozidaz enzim aktivitesi
417,1£52,3 iinite olarak ol¢iildii. Zayif azot kaynagi igeren ortamda Asir2 mutant maya
hiicrelerinde beta-galaktozidaz enzim aktivitesi 917,3+80,5 {inite ve kuvvetli azot kaynagi
iceren ortamda 408,7+45,9 iinite olarak hesaplandi. Eksponensiyel olarak ¢ogalmakta olan
maya hiicreleri besin stresi iceren ortama aktarildiginda TPS1 promotor aktivasyonunun
yaban tip maya hiicrelerinde yaklasik 3 kat (p<0,05) arttig1 ancak Asir2 mutant maya
hiicrelerinde anlaml1 bir degisim olmadig1 tespit edildi. Benzer sekilde maya hiicreleri stres
icermeyen taze iireme ortamina gegirildiginde TPS1 promotor aktivasyonunun yaban tip
(417,1£52,3) ve mutant (408,7+45,9) maya hiicrelerinde degismedigi belirlendi (p>0,05).
Ayrica stres kosullarinda Asir2 mutant maya hiicrelerinde belirlenen TPS1 promotor

aktivasyonunun yaban tip maya hiicrelerinde belirlenen promotor aktivasyonu ile aym
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seviyede oldugu tespit edildi. 4sir2 mutant maya hiicrelerinde TPS1 promotor aktivasyonu
normal iireme kosullarinda yaban tip maya hiicrelerinden daha yiiksek olmasina ragmen stres
ortaminda promotor aktivitesinde artis gozlenmemesi, Sir2 proteininin TPS1 gen
aktivitesinin hem sessizlestirilmesinde hem de aktivasyonunda gorev aldigin

gostermektedir.

Hdal, Hda2 ve Hda3 proteinleri histon lizin deasetilaz ailesinin ikinci sinifinda
(Class-11) yer alan HDA kompleksinin alt iiniteleri olup Hdal katalitik alt Giniteyi Hda2 ve
Hda3 yardimci faktorleri (accessaroy factors) olusturmaktadir (Parra, 2015). Ahdal ve
Ahda2 maya suslarinda yasam uzunlugu artmaktadir (Yu vd., 2021). HDA kompleksi H3
histon proteininde asetillenen lizinini deasetile ederek gen inaktivasyonuna neden
olmaktadir. 4hdal ve DDR (DNA Damage Repair) mutant suslarinin (4rad50 ve Asgsl)
transkriptomik analizlerinin karsilastirilmasinda yalnizca glikojen ve trehaloz yolaklarinin
onemli Ol¢iide her li¢c mutant maya susunda da yukar1 dogru diizenlendigi (up-regulation)
tespit edilmistir. HDA kompleksinin inaktivasyonun, trehaloz gen ekspresyonunun ve stres
kosullarinda biriktirilen trehaloz miktarinin artmasina neden oldugu ve Ahdal maya
hiicrelerinde gbzlenen yasam siiresinin artisinda ise glikojenden ziyade trehaloz
metabolizmasinin daha etkin oldugu gosterilmistir (Yu vd., 2021). Hdal proteinin
yoklugunda genotoksik diren¢ olusmaktadir. ilging olarak genotoksik stres uygulamasinda
Hdal proteinin TPS1 ve TPS2 promotorlarina getirilmesinin de (Hdalp recruitment) arttigi
belirlenmistir (Sekil 18).

Histon deasetilazlarin asetillenmis histonlara afinitesi asetillenmemis histonlardan
cok daha yiiksektir. Bu nedenle genotoksik stres sirasinda HDA kompleksinin ilgili
promotorlara getirilmesinde gozlenen artisin nedeni histon asetiltransferazlarin ilgili
promotorlara getirilmesi ve dolayisiyla histon asetilasyon seviyelerinin artmasindan
kaynaklanmaktadir (Yu vd., 2021). Calismamizda stres kosullarinda Asir2 mutant maya
hiicrelerinde TPS1 promotor aktivasyonunun degismemesinin nedeni transkripsiyonel
aktivasyon i¢in (NTH1 promotor aktivasyonunun tersine) HDAC aktivitesine ihtiyag
duymasindan kaynaklaniyor olabilir. Sir2 proteini yoklugunda asetilasyon miktar1 belirli bir
seviyede tutulmadigindan hiperasetilasyon gerceklesmesi sonucu TPS1 gen aktivasyonu

gerceklesmemis olabilir.
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Sekil 17. HDA aracili trehaloz metabolizmasinin baskilanmasi ve bunun maya yaslanmasi
iizerindeki etkisi.

Yu vd., 2021’den modifiye edilmistir.

Glikoz, galaktoz vb. farkli fermentatif karbon kaynaklarini kullanabilen S. cerevisiae
maya tiirii glikozu oncelikli karbon kaynagi olarak tercih etmektedir. Glikoz varliginda
alternatif karbon kaynaklarinin kullaniminda gorevli olan genlerin tamami baskilanmaktadir
ve bu durum mayalarda glikoz baskilanmasi (Glucose Repression) olarak adlandirilmaktadir.
S. cerevisiae maya tiirinde SUC2 geni sukrozun hidrolizinden sorumlu invertaz enzimini
kodlamakta ve bu genin ekspresyonu da glikoz baskilanmasina ugramaktadir. Maya
hiicreleri tarafindan kullanilan karbon kaynagi ve miktar1 SUC2 geninin transkripsiyonel
regiilasyonunda 6nemli bir role sahipken, azot kaynagi ya da miktarinin etkisi olmadigi
bilinmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda kontrol amagli olarak SUC2 promotorunu tagiyan
plazmit kullanilmigtir. SUC2-LacZ gen flizyonu igeren yaban tip ve 4sir2 maya hiicrelerinde
standart tireme kosullarinda ve stres kosullarinda Olglilen beta-galaktozidaz enzim
aktiviteleri Tablo 1’de verildi. Farkli azot kaynaklarimin SUC2 promotor aktivasyonunda
etkili olmadigi, NTH1-LacZ ve TPS1-LacZ gen fiizyonlarinda beta-galaktozidaz

aktivitelerinin stres kdkenli promotor aktivasyonu sonucu gergeklestigini gostermektedir.
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Tablo 1

Yaban tip ve 4sir2 maya hiicrelerinde SUC2 promotor aktivasyonu

. Beta- galaktozidaz aktivitesi £SD*
Ureme kosullar1

BY4741 Asir2
Stres Oncesi 5,3+0,3 0,2+0,001101
Prolin 24,3+1,2 49,6+6,7
Amonyum siilfat 57,5+£17,8 32,6+5,6

* beta-galaktozidaz tinitesi nmol ONPG/dak/mg protein; £SD: standart sapma

4.4. Sir2 Proteininin Hiicre I¢i Trehaloz ve Glikojen Birikimine Etkisi

S. cerevisiae maya hiicrelerinde trehaloz ve glikojen iki 6nemli glikoz deposudur.
Maya hiicrelerinin fizyolojik durumu, iireme agamalar1 ve lireme ortamlarina gore trehaloz
ve glikojenin hiicredeki miktarlar1 degiskenlik gostermektedir. Trehaloz ve glikojen
mayalarda enerji yedegi olarak gorev yapar ve glikolitik yolda diizenleyici olarak rol oynar
(Thevelein ve Hohmann, 1995). Maya hiicreleri trehaloz ve glikojeni standart iireme
kosullarinda ve glikoz varliginda logaritmik sathanin sonunda biriktirirken farkli stres
kosullarinda tireme fazindan bagimsiz olarak sentezlemektedir (Frangois ve Parrou, 2001).
Stres kosullari sona erdiginde ise biriktirilen trehalozu nétral trehalaz enzimi ile yikarak
enerji kaynagi olarak kullanmaktadir. Glikojen ve trehaloz metabolizmasi hiicre dongiisiine
bagl olarak diizenlenmekte olup, birgok faktor tarafindan kontrol edilmektedir. Calismanin
bu boéliimiinde Sir2 proteininin hiicre iginde biriktirilen trehaloz ve glikojen miktarina olan
etkisi belirlendi. Yaban tip ve Asir2 mutant maya hiicreleri glikoz igeren iireme ortaminda
logaritmik asamaya kadar ¢ogaltilarak hiicrelerin biriktirdigi trehaloz ve glikojen miktart
enzimatik olarak belirlendi. Maya hiicrelerinin yas agirliklarina gore trehaloz ve glikojen
miktar1 hesaplanarak mg hiicre yas agirhginda olgiilen mikrogram glikoz (pg glikoz/mg

hiicre yas agirlig1) olarak verildi.

Yaban tip ve 4sir2 mutant maya hiicrelerinin standart tireme kosullarinda logaritmik
asamada biriktirdigi trehaloz ve glikojen miktar1 Sekil 19’da verildi. Yaban tip maya
hiicrelerinin logaritmik agamada belirlenen trehaloz miktar1 428,0+102,3 pg glikoz/mg hiicre

yas agirhigr ve glikojen miktart 4183,5+24,5 pg glikoz/mg hiicre yas agirligi olarak
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belirlendi. Sir2 proteinin yoklugunda (4sir2) maya hiicrelerinin biriktirdigi trehaloz miktari
1327,24256,3 ng glikoz/mg hiicre yas agirhigi ve glikojen miktart 524,9+65,3245 ug
glikoz/mg hiicre yas agirlig1 olarak hesaplandi. Normal iireme kosullarinda yaban tip ve
mutant maya hiicrelerinde belirlenen trehaloz miktariin glikojen miktarindan 2 kat fazla
oldugu belirlendi (p<0,05). Sir2 proteininin yoklugunda hiicre i¢i trehaloz ve glikojen
akiimiilasyonunun ortalama 3 kat arttig1 tespit edildi (p<0,05). Maya hiicreleri glikoz
varliginda logaritmik asamanin sonunda trehaloz ve glikojen biriktirmektedir. Calismamizda
trehaloz ve glikojen birikimi logaritmik asamanin ortalarinda belirlendigi i¢in yaban tip
maya hiicrelerinde trehaloz ve glikojen birikiminin diisiik seviyede olmasi beklenen
sonugtur. Ancak Asir2 mutant maya hiicrelerinde NTH1 ve TPS1 promotor aktivasyonuna

paralel olarak depo karbonhidrat birikiminin de arttigi gézlenmistir.

Ozmotik stres, oksidatif stres, 1s1 stresi ve metal stresi gibi ¢esitli stres sartlar ile
glikoz aglig1 gibi besin eksikliklerinde TPS1 ve NTH1transkripsiyonu aktive olmaktadir
(Eleutherio vd., 2015). Bu nedenle ¢alismamizda maya hiicrelerinin azot aghiginda trehaloz
ve glikojen birikimleri belirlendi. Logaritmik olarak kuvvetli azot kaynaginda ¢cogalmakta
olan yaban tip maya hiicrelerinin trehaloz akiimiilasyonu zayif azot kaynagina (prolin)
gecirildiginde 1291,1+£212,5 pg glikoz/mg hiicre yas agirligi ve kuvvetli azot kaynagina
(Amonyum siilfat) gecirildiginde 508,8+95,3 pg glikoz/mg hiicre yas agirligi olarak
belirlendi. Mutant maya hiicrelerinin trehaloz akiimiilasyonu ise zayif azot kaynaginda
3104,8+325,8 pg glikoz/mg hiicre yas agirlig1 ve kuvvetli azot kaynaginda 980,2+121,5 pg
glikoz/mg hiicre yas agirhigr olarak olciildii (Sekil 20). Benzer sekilde logaritmik olarak
cogalmakta olan yaban tip maya hiicrelerinin glikojen akiimiilasyonu zay1f azot kaynaginda
4717,5+382,7 ng glikoz/mg hiicre yas agirligi ve kuvvetli azot kaynaginda 336,9+45,6 pug
glikoz/mg hiicre yas agirlig1 olarak belirlendi. Mutant maya hiicrelerinin glikojen birikimi
ise zayif azot kaynaginda 8541,9+502,6 pg glikoz/mg hiicre yas agirligi ve kuvvetli azot
kaynaginda 824,6+98,3 ng glikoz/mg hiicre yas agirligi olarak tespit edildi (Sekil 21).

Logaritmik olarak kuvvetli azot kaynaginda ¢ogaltilan yaban tip ve mutant maya
hiicreleri kuvvetli azot kaynagi igeren ortama gegirildiginde maya hiicrelerinin biriktirdigi
trehaloz ve glikojen miktarinda anlamli bir degisim olmadigi gozlendi. Ancak maya
hiicreleri taze zayif azot kaynagi iceren ortama geg¢irildiginde, trehaloz miktarinin yaban tip

ve mutant maya hiicrelerinde yaklasik 2-3 kat (p<0,05) arttig1, glikojen miktarinin ise yaban
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tip maya hiicrelerinde 25 kat (p<0,05) mutant maya hiicrelerinde 16 kat (p<0,05) att1g1 tespit
edildi. Stres kosullarinda maya hiicrelerinin biriktirdigi glikojen miktarinin trehaloz
miktarindan fazla oldugu gozlendi. Sir2 proteini yoklugunda trehaloz ve glikojen birikiminin
hem standart lireme ortaminda hem de stres kosullarinda 2 kat daha yiiksek oldugu belirlendi

(p<0,05).

Genel olarak Sir2 proteini yoklugunda maya hiicrelerinin trehaloz ve glikojen
birikimlerinde artis tespit edildi. Trehaloz sentezi i¢in gerekli olan Tpslp sentezlendiginde
aktif iken, yikimi i¢in gerekli olan Nthlp stres kosullari sonlanana kadar inaktif olarak
beklemektedir. Bu nedenle mutant maya hiicrelerinde trehaloz birikimi yliksek gézlenmis
olabilir. Ancak glikojen sentezi ve yikimi igin gerekli olan genler farkli zamanlarda
transkripsiyona ugramaktadir. Sir2 proteini yoklugunda glikojen birikiminin artmas,
glikojen sentezi i¢in gerekli olan genlerin transkripsiyonunun regiilasyonunda da Sir2
proteinin rolii oldugunu gostermektedir. Bu nedenle ilerdeki calismalarda Asir2 mutant maya
hiicrelerinde  glikojen sentezinden ve yikimindan sorumlu genlerin promotor

aktivasyonlarinin belirlenmesi uygun olacaktir.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Tamamlanan tez ¢alismasinda, histon deasetilaz enzim aktivitesine sahip olan Sir2
proteininin, normal {ireme kosullarinda NTH1 ve TPS1 gen aktivitesinin baskilanmasi igin
gerekli oldugu belirlenmistir. Sir2 proteininin Nrgl-Tup1/Cyc8 araciligiyla NTH1 ve TPS1
transkripsiyonunu baskiladig diisiiniilmektedir. Bu nedenle ilerideki ¢alismalarda NTH1 ve
TPS1 promotor aktivitelerinin Atupl ve Acyc8 maya hiicrelerinde belirlenmesi bu sonucun
desteklenmesi icin uygun olacaktir. Ilave olarak, diger sirtuin proteinleri (Hst1, Hst2, Hst3
ve Hst4) i¢in ve histon deasetilaz enzim aktivitesine sahip proteinleri (Hdal gibi) kodlayan
genlerin mutasyonunu tasiyan maya hiicrelerinde (4hstl Ahst2 Ahst3 Ahst4 Ahdal) NTH1 ve

TPS1 promotor aktivitelerinin belirlenmesi uygun olacaktir.

Calismamizda ayrica, azot acligi ile olusturulan besin stresi kosullarinda NTH1
promotor aktivitesinin yaban tip maya hiicrelerinden daha yiiksek oldugu, TPS1 promotor
aktivitesinin ise ayni seviyede kaldig1 gozlendi. Elde edilen bu sonug, histon deasetilaz
aktivitesinin TPS1 gen ekspresyonunun aktive edilmesinde ve susturulmasinda ortam
kosullarima bagli olarak gerekli oldugunu gostermektedir. Elde edilen bu sonuglarin
desteklenmesi icin stres kosullarinda diger histon deasetilaz enzim aktivitesine sahip
proteinlerin yoklugunda NTH1 ve TPS1 promotor aktivitelerinin belirlenmesi uygun

olacaktir.

Daha onceki ¢aligmalara paralel olarak, calismamizda da Sir2 proteini yoklugunda
trehaloz ve glikojen birikiminin normal iireme kosullarinda ve besin aglik stresinde arttigi
gozlenmistir. Diger sirtuin ailesinde histon deasetilaz enzim aktivitesine sahip proteinlerin
yoklugunda da trehaloz ve glikojen birikiminin belirlenmesi, elde edilen sonuglarin

yorumlanmasi i¢in gereklidir.
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