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ONSOZ

Canlilarin biiyiik gogunlugu temel enerji kaynagi olan karbohidratlar arasinda
glukozu tercih etmekle birlikte sukroz, maltoz vb. sekerleri de alternatif karbon
kaynaklani olarak kullanabilirler. Bununla beraber, glukoz ortamda yeterli miktarda
bulundugunda diger sekerlerin hidrolizini saglayan enzimlerin sentezi genellikle
baskilanir (glukoz baskilamasi veya katabolit represyon). Buna gore, katabolit
represyon diger diizenleme mekanizmalan ile birlikte canhilarda seker kullammunin
dengelenmesi stirecinde rol oynamaktadir.

Sentezleri katabolit represyonla kontrol edilen enzimlerin model molekiiller
olarak kullamilmasiyla yapilan aragtirmalar, hiicrelerin enerji gereksinimlerinin
karsilanmasinda rol oynayan metabolik siiregler ile bu siireglerde iy goren genlerin
tammlanmasi ve anlatimlarinin diizenlenmesine iligkin konularin aydinlatilabilmesi
agisindan 6nemli katkilar saglayabilmektedir.

Bu c¢ahgmada okaryotlardaki genetik ve molekiiler biyoloji c¢aligmalan igin
uygun bir model organizma olarak kabul edilen Schizosaccharomyces pombe maya
tirinde sentezi katabolit represyonla kontrol edilen invertaz enzimini sifreleyen
gen(ler)in anlatimlarimin diizenlenmesine iliskin 6n bilgilerin elde edilmesi amaglandi.
Bu kapsamda, bu organizmada biyik olasihkla 6zgil olarak invertaz sentezi
bakimindan katabolit represyona direngli olduklan digiintlen konstitiitif mutantlar ilk
kez elde edildi. Bu mutantlarda morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve genetik bazi
analizler yapildi. Ek olarak, gen dozajmn invertaz sentezi agisindan katabolit
represyondaki etkisi incelendi.
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OZET

Schizosaccharomyces pombe’de Invertaz Aktivitesine Iliskin Cahsmalar

Bu c¢alismada Schizosaccharomyces pombe’de, karbohidrat metabolizmasinin
diizenlenmesi siireciyle iligkili olarak, sukrozun monomerlerine ayrilmasini kataliz eden
invertaz enzimini sifreleyen gen(ler)in anlatiminin glukoz baskilamas: ile diizenlenmesi
konusunda &n bilgiler saglanmasi hedeflendi.

Bu amagla yapilan ¢alismalar kapsaminda oncelikle invertaz sentezini
baskilayan (2% 2) ve baskilamayan (% 0.1) glukoz konsantrasyonlar saptandi. Ayrica
diploid ve haploid hiicrelerde yapilan analizlerde gen dozajinin, invertaz sentezi
agisindan, glukoz baskilamasina kars1 verilen yanitta etkili olmadig: belirlendi.

Mutasyon c¢alismalarinda 1 saatlik etilmetansulfonat (EMS) (% 3)
uygulamasmnin ardindan 2-deoksi-D-glukoz (2-DOG)’a karsi dirence goére yapilan
seleksiyonla katabolit represyona direngli olan 14 adet konstitiitif invertaz mutanti
(gdil-14) (glukoz-baskilamasina direngli invertaz mutanti) elde edildi. Mutantlarin
hepsinin yabani tipe gore resesif oldugu ve biyosentez yollarina iliskin mutasyon
tasgimadiklar1 saptandi. Hiicre morfolojileri bakimindan biiyiikk ¢ogunlugu yabani tipe
benzeyen mutantlarin bazilarinda yalanci hif benzeri yapilar ve anormal hiicre sekilleri
gozlendi. Baskilayici ve baskilama yapmayan glukoz konsantrasyonlarinda yapilan
kantitatif invertaz aktivitesi tayinlerinde mutantlar, baskilamaya karsi gosterdikleri
direng derecelerine gore 3 grup altinda toplandi. Bu gruplardan segilen birer temsilciyle
yapilan ¢alismalarda, glukoz ve sukroz igeren sivi besi ortamlarinda mutantlarin yabani
tipe gore daha yavas tredigi gézlendi. Glukoz igeren besi ortaminda mutantlara ait
kiiltiirlerdeki iireme profilleri birbirine paralellik gésterirken, sukroz iceren ortamdaki
tireme egrileri bakimindan kendi aralarinda farkhiliklar oldugu bulundu. Ayrica maltozu
kullanma yetenekleri agisindan da degerlendirilen mutantlarin, 2-DOG’a direng
dereceleri bakimindan kendi aralarinda farkhiliklar gésterdigi saptandi. Bununla birlikte
mutantlarda maltoz ve sukrozun kullanimindaki katabolit represyona direng
derecelerinin paralellik géstermedigi belirlendi.

Elde edilen bulgularin gesitli kaynaklardaki sonuglarla da irdelenmesiyle,
mutantlarda alternatif karbon kaynaklarimn kullanimma iliskin genel diizenleme
agamalarina  iligkin mutasyon(lar) yerine 0zgiil olarak invertaz sentezinin
diizenlenmesinde rol oynayan gen(ler)de meydana gelmis ve biiyiik olasilikla birden
fazla farkli mutasyonun olabilecegi seklinde yorumlandi.

VIl



SUMMARY

Studies on the Invertase Activity in Schizosaccharomyces pombe

In this study we aimed to gain some prelimenary information about the
regulation of the invertase (catalysing the hydrolysis of sucrose to its’ monomers)
gene(s) expression by catabolite repression, which is also involved in the regulation of
carbohydrate metabolism, in Schizosaccharomyces pombe.

Glucose concentrations that causes repression (= % 2) and derepression (% 0.1)
of invertase synthesis have been determined at the first stage. We have also shown that
gene dosage had no effect on the response to catabolite repression in terms of invertase
synthesis.

We have isolated 14 constitutive invertase mutants (gdil-14) (glucose-
repression resistant invertase mutants) resistant to catabolite repression. The selection
was made on the basis of 2-deoxy-D-glucose (2-DOG) resistance. following
EMS (% 3, 1 hour) mutagenesis. All of the mutants were found to be recessive for the
wild type and none of the mutants have failed to grow on minimal agar indicating that
they had no defects with the biosynthetic pathways. Some of the mutant cells, though
most of them resemble to that of wild type, posessed abnormal cell morphology and
pseudo-hyphaeal formations. Quantitative invertase assays performed either in
repressing and derepressing conditions have lead us to categorize the mutants in 3
different groups according to their levels of resistance to repression. One representative
for each group has been chosen and further studies were carried on with them. We have
observed that mutant cell cultures have grown slower than the wild type on media
containing glucose or sucrose. Although the growth profiles of the representative
mutant cultures were found to be parallel with each other on glucose, their growth
curves showed considerable differences when sucrose had been used as a carbon source.
When the mutants have been tested for their ability to use maltose, we have observed
that mutant cells had different levels of resistance to 2-DOG regarding their maltase
activity. We have also determined that the levels of resistance to 2-DOG in mutants
were not parallel for the utilization of maitose and sucrose.

In the light of other similar studies, these findings have lead us to conclude that
there might have been more than one mutation that are exclusively involved in the
regulation of invertase synthesis, rather than the general regulatory mechanisms related
to the utilization of alternative carbohydrate sources.
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I. GIRIS

Canli sistemlerde basit yapili bilegenlerden biyomolekiillerin sentezlenmesi
(anabolizma) ile besinler gibi karmasik yapili molekiillerin yikimini (katabolizma)
kapsayan ve karmagik biyokimyasal reaksiyonlar agindan olusan metabolizmada
katabolik reaksiyonlarla elde edilen serbest enerji tim metabolik islevlerin
stirdiirtilmesinde kullanilir. Bu agidan degerlendirildiginde biyolojik sistemlerin enerji
gereksiniminin karstlandig1 katabolik stiregler canlilik i¢in kilit roller tistlenmektedir.

Dogada bol miktarda bulunan biyomolekiillerden olan karbohidratlar
(sakkaritler) canlilarin temel enerji kaynagimi olusturan bilesiklerdendir. Ayrica,
hiicresel yap1 6geleri olarak da rol oynayan karbohidratlarin, son yillarda yapilan
arastirmalarla Okaryotik organizmalarda hormonlara benzer etkiler gOstererek
metabolik diizenleme siireglerinde de sinyal molekiiller olarak c¢esitli goérevler
tistlenebildigi ortaya koyulmustur [1,2]. Temel karbohidrat birimleri olan basit yapthi
sekerler (monosakkaritler) arasinda glukoz organizmalarin biiyiik gogunlugu tarafindan
tercih edilen bir karbon ve enerji kaynagidir. Monosakkarit birimlerin birbirlerine
glikozidik olarak baglanmasiyla olusan polisakkaritleri hiicrelerin enerji kaynag: olarak
kullanilabilmeleri ig¢in 6ncelikle bu polimerik molekiilleri monomerlerine ayirmalan
gerekir. Buna gore, karbon kaynag olarak glukoz yerine polisakkaritlerden birinin ya da
birkaginin bulundugu ortamlarda hiicrelerin canliliklarini siirdiirebilmesi organizmanin
bu polimerlerin pargalanmas: siirecinde is géren enzimleri sentezleyebilme yetenegine
baglidir. Bu siiregte hiicreler igin en ekonomik yol ortamda bulunmayan karbon
kaynaklarinin kullanimina iliskin enzimlerin gereksiz yere sentezinden kaginmak
olacaktir. Bu agidan karbohidratlarin kullanimina iligkin diizenlenme mekanizmalar
canli sistemlerin 8nemli yetenekleri arasinda yer alir.

Glukoz ortamda yeterli miktarda bulundugunda laktoz, sukroz ve maltoz gibi
diger sekerlerin hidrolizini gergeklestiren enzimlerin sentezi baskilanir (glukoz
baskilamasi ya da katabolit represyon). Ozellikle prokaryotlarda yapilan arastirmalarda
organizmanin metabolik Kapasitesine baglt olarak katabolit represyonun diger
diizenleme mekanizmalar: ile birlikte geker kullaniminin dengelenmesi siirecinde rol
oynadigt belirlenmistir. Buna gore, metabolik diizenlenme aginda is gbren bu stireg igin,
katabolit represyon yerine, daha dogru ve kapsamli bir terim olarak
“katabolik/metabolik dengeleme” ifadesinin kullanilmast 6nerilmektedir [3]. Bu
baglamda sentezleri katabolit represyonla kontrol edilen enzimlerin model molekiiller
olarak kullanilmastyla yapilan arastirmalar, hiicrelerin enerji gereksinimlerinin
karsilanmasinda rol oynayan metabolik siiregler ve bu siireglerde i goren genlerin
tanimlanmasi ve anlatimlarinin diizenlenmesine iliskin konularin aydinlatilabilmesi
agisindan Snemli katkilar saglayabilmektedir.



Dogada en yaygin bulunan disakkarit, sukroz (sakkaroz) (B-D-fruktofuranozil
o-D-glukopiranozid) dur [1]. Halk arasinda ¢ay sekeri olarak da bilinen sukroz baslica
seker kamisi1 ve seker pancarindan elde edilmekle birlikte melasta, meyvelerde ve
fotosentetik bitki dokularinda da bulunur [4]. Glukoz ve fruktoz alt birimlerinden olusan
sukroz, hiicre tarafindan kullanilacagi zaman, glikozil hidrolaz cinsi bir enzim olan
invertaz (sukraz; SD-frukto-furanozid fruktohidrolaz, EC 3.2.1.26) tarafindan kataliz
edilen bir reaksiyonla monomerlerine ayrilir [1].

Salgilanan tipte bir glikoprotein olan invertaz enziminin katalizledigi
reaksiyonun mekanizmasi aydinlatilmigtir [5]. Substrat (sukroz) uygun 3 boyutlu
yapisiyla enzimin baglanma cebine yerlesir (Sekil I.1a). Enzimin yapisindaki bir
aminoasitten, iki monosakkaridi bir arada tutan oksijene bir proton (H') transfer edilir.
Bu H kayb1 enzim cebinin genislemesine ve enzime baglanmis olan iki monosakkaridin
yanlara dogru agilmasiyla aralarindaki bagin zayiflamasina neden olur (Sekil 1.1b). Su
molekiilleri fruktoz ve glukozu bir arada tutan O kopriisiiyle reaksiyona girer. Koprii
kirildiginda proton yeniden enzimin yapisina transfer olur; sukroz, glukoz ve fruktoz alt
birimlerine ayrilir (Sekil I.1c). Bu iki monosakkaridin {i¢ boyutlu yapilar1 enzimin
baglanma bdlgesine uygun konfigiirasyonda olmadigi igin cepten cikarak serbest
kalirlar. Enzim de eski yapisin1 kazandig1 i¢in yeni bir substrati baglama yetenegini
kazanir (Sekil L1d).

Hbaix

Sekil I.1. Invertaz enziminin katalizledigi reaksiyonun mekanizmasi [5]



Bakterilerden gelismis yapili bitki ve hayvanlara kadar dogadaki organizma
gruplarinin biiyilk bir kismi invertazi sentezleme ve buna bagh olarak sukrozu karbon
kaynag: olarak kullanabilme yetenegine sahiptir [6]. Invertazin, sukrozun alternatif
karbon kaynagi olarak kullanilmasina olanak vermesinin diginda, 6zellikle gelismis
yapih canlilarda bagka &nemli islevleri de vardir. Ornegin bir ¢ok bitki tiiriinde
fotosentez iiriinlerinin depolanmasi ve bu Uriinlerin yapraklardan diger dokulara
tasinmast  sukroz formunda olur [7]. Buna gore, invertaz enzimi sukrozun bitki
dokularinda uzun mesafeli taginmasini saglamaktadir. Ayrica, bu sekerin solunum, hiicre
duvart polisakkaritlerinin sentezi, savunma mekanizmasinin uyarilmasi, hiicre
farklilagsmasi ve gelisimi gibi onemli siireglerdeki roliinii kontrol etmektedir [8-11].
Memelilerde ise bagirsakta bulunan ve sukrozun sindiriminden sorumlu olan sukraz
(invertaz) enziminin eksikligi, sukrozun sindirilememesine baghh sindirim
bozukluklarina neden olmaktadir [12]. Buna gore, invertaz enzimi sifreleyen genlerin
anlatimlarinin diizenlenmesine yonelik c¢aligmalar hiicrelerdeki karbohidrat ve enerji
metabolizmasinin aydinlatilmasina iligkin degerli katkilar saglamaktadir [13-15].

Biyolojik 6neminin disinda, 6zellikle maya kokenli invertaz besin endiistrisinde
¢esitli sekerlemelerin ve kolay kristallesmemesi nedeniyle tercih edilen fruktoz
suruplarinin iiretiminde kullanilmaktadir [16]. invertaz enzimiyle ilgili ¢aligmalar daha
ok endiistriyel bir maya olan Saccharomyces cerevisiae’de yogunlasmistir. Ozellikle
endiistriyel amaca uygunlugu bakimindan glukoz baskilamasina direngli olan maya
soylarinin gelistirilmesi olduk¢a 6nem tagimaktadir [17].

Tek hiicreli ve basit yapili organizmalar olan mayalar dkaryotik sistemlere ait
hiicre ve molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda model olarak tercih edilen sistemlerdir. Bu
amagla ¢ok siklikla kullanilmakta olan, Saccharomyces cerevisiae maya tiirline ait
hiicrelerde, diger canlilarda oldugu gibi, ortamdaki kullanilabilir glukoz diizeyine gore
bu karbon kaynaZinin kullanimina iliskin metabolik siireglerde 6nemli diizenlemeler
gergeklesir. Bu diizenlenme stiregleri karbon metabolizmast, solunum, glukoneogenez,
alternatif karbon kaynaklarinin taginmas: ve kullanimina iliskin metabolik yollan
kapsamaktadir [18] (Sekil 1.2.).
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Sekil L.2. S. cerevisiae’de sekerlerin kullanimim1 kapsayan metabolik yollar (18’den
sadelestirilerek)

Invertaz enzimini sifreleyen genlerin anlatimi da katabolit represyonla (glukoz
baskilamasi) kontrol edildiginden metabolik yollara iliskin diizenlenme ¢aligmalarinda
bu enzim mayalarda model bir protein olarak siklikla kullanilmaktadir. Invertaz,
glikoprotein yapida bir salgi proteini olmasi nedeniyle hem glikoproteinlerin
islenmesine yonelik ¢alismalarda [19,20] hem de proteinlerin hiicre igi taginmasi, salgt
yollar1 ve gesitli sinyal molekiillerin arastirilmasinda [21,22] uygun bir isaret protein
olarak kullaniimaktadir.

S. cerevisiae’de invertaz enziminin sentezinden, her biri farkli kromozomda
bulunan 6 adet yapisal genden (SUC1-SUC5 ve SUC7) olusan SUC gen ailesi
sorumludur ve bu gen ailesi i¢inde iizerinde en ¢ok galisilmis olan gen SUC2’dir
[23,24]. Haploid bir hiicrenin genomunda hi¢ bir SUC geni bulunmayabildigi gibi
(dogal negatif alleller) bir veya birden fazla SUC geni de bulunabilmektedir [25].



S. cerevisiae’de, yiiksek oranda glikozillenmis olan ve periplazmik alana taginan
digsal tip ve sitosolde bulunan glikozillenmemis igsel tip olmak iizere, invertazin iki
bigimi bulunmaktadir. Digsal tipin sentezi katabolit represyonla kontrol edilmekte, i¢sel
tip ise diisiik diizeylerde konstitiitif olarak sentezlenmektedir. Her iki tip de aym1 gen
tarafindan sifrelenmekte ancak baslangig kodonlarindaki farklilia bagl olarak farkl
mRNA fiiriinleri (5° ucunda sinyal peptid sifreleyen dizi bulunan digsal tip 1.9 kb, igsel
tip 1.8 kb) meydana gelmektedir. mRNA’lardaki bilgiler protein haline ¢evrildikten
sonra yapisina karbohidrat bakiyeleri eklenen tip periplazmik alana tasinmakta buna
karsilik digeri sinyal peptid icermediginden sitosolde kalmaktadir [26] .

Son yillarda Okaryotik hiicre ve molekiiler biyoloji ¢alismalarinda
S. cerevisiae’nin yani sira, onunla ayn1 siniftan (Ascomycota) bir baska maya tiirii olan
Schizosaccharomyces pombe de genis ¢apta kullanilmaya baglanmistir. Normal yagsam
¢evriminde haploid olan S. pombe hiicreleri, memeli hiicrelerindeki gibi ana hiicrenin
ortasinda bir septum olusumuyla iki esit pargaya ayrilarak gogalirlar [27]. S. pombe’nin
generasyon siiresi, laboratuvar kosullarinda, 30°C’da, kullanilan besi ortaminin
icerigine ve hiicrelerin genetik yapisina bagh olarak 2-4 saat arasinda degismektedir
[28].

S. pombe hiicrelerinin kendi aralarinda eslesebilen homotallik (4”°) ve karsi esey
tiplerinin eslesme gosterdigi heterotallik (5" ve 4) esey tipleri vardir [29]. Besin
aghiginin eslesmeyi tesvik ettigi kosullarda iki hiicrenin kaynasmasiyla olusan diploid
zigotta mayoz boliinme sonrasinda bir askus iginde bulunan 4 adet haploid askospor
meydana gelir; askus geperinin pargalanmasiyla serbest kalan sporlar uygun kosullarda
boliinerek haploid klonlari meydana getirir [28,29]. 3 kromozoma sahip olan [29] bu
maya tiiriiniin 4824 adet gen sifreledigi saptanan 13,8 Mb boyutundaki genomunun
dizilenmesi tamamlanmistir [30]. Genom boyutunun kiigiik olmasi [28], genlerin yapisal
ve islevsel analizlerine yonelik galigmalarda kolaylik saglamaktadir. Ayrica normal
yasam ¢evrimlerinde haploid olmalar1 da genlerdeki mutasyonlarin etkilerinin fenotipte
izlemesine olanak vermektedir. Bunun yani sira, bazi kosullarda diploid duruma da
gecebilmeleri [29], Ozellikle alleller arasindaki etkilesimlerin izlenmesi agisindan
avantajlar saglamaktadir.

S. pombe ve S. cerevisiae’nin, taksonomik olarak ayni sinifta yer almalarina
karsilik, evrimsel agidan birbirlerine ¢ok yakin olmadiklari belirlenmigtir, Protein dizisi
karsilagtirmalar sonucunda evrim agacinda S. cerevisiae’nin S. pombe’ye ancak
memeliler kadar yakin oldugu diisiiniilmektedir [28]. S. pombe genetik, biyokimyasal ve
molekiiler diizeydeki gesitli dzellikleri agisindan ¢ok hiicreli tkaryotlara, 6zellikle
memelilere, benzerlikler gdsterdiginden, gelismis yapili tiirlerde genlerin yapisinin,
islevinin ve diizenlenmesinin arastirilmasina yonelik ¢aligmalar i¢in uygun bir model
organizma olarak kabul edilmektedir [28,29]. Ornegin, kromozom yapisi ve hiicre
cevrimi agisindan memeli hiicrelerine benzerlik gdstermektedir; molekiller diizeyde
memeli genlerine ait intronlarin S. pombe’de dogru bigimde kesilebildigi gdsterilmistir;



ayrica, memeli genlerine ait promotdrlerin ve poli(A) sinyallerinin S. pombe’de islevsel
olmasina karsilik S. cerevisiae’de taninmadigi anlagiimistir [28].

Bu maya tiirli, organizmalarin ¢ogu gibi, karbon kaynag: olarak glukozu tercih
etmektedir. Ayrica laktoz ve sellobioz gibi karbon kaynaklarini kullanamamakla birlikte
maltoz, sukroz vb sekerleri basarili sekilde kullanabilmektedir [31]. S. pombe’de,
sukrozu kullanabilmesine bagli olarak, invertaz aktivitesi gosterilmistir [32] ve bu tiirde
invertazin membran disina salinan tek bir tipinin bulundugu belirlenmistir [33]. Izole
edilen ve saflastirilan enzimin 205 kDa molekiil agirhiginda oldugu ve kiitlesinin %67’si
oraninda karbohidrat bakiyesi (mannoz:galaktoz 1:1) igerdigi belirlenmistir [34). Enzim,
karbohidrat bakiyesinin kompozisyonu bakimindan da S. cerevisiae’den g¢ok, gelismis
yapili 6karyotlara benzemektedir [34].

Dizi homolojisi temel alinarak yapilan PCR uygulamasiyla, S. pombe’nin 3.
kromozomunda S. cerevisiae 'ninkine %38 benzerlik gosteren bir gen bolgesi izole
edilmis ve bu genin (invl) S. pombe’de invertazin sentezinden sorumlu oldugu
gosterilmistir [35]. Ek olarak, S. pombe genomunda, homoloji temeline gére saptanmis,
1. kromozomda yer alan ve invertazla iliskili oldugu var sayilan bir agik okunma
gergevesine (ORF) daha isaret edilmektedir [36]. Bununla birlikte, bu b&lgenin
fonksiyonu heniiz kanitlanmadigindan bu mayada invertaz sentezinden sorumlu bir gen
ailesinin veya baska gen(ler)in bulunup bulunmadigi heniiz bilinmemektedir.

Katabolit represyonun etkili oldugu metabolik yollarda, bu diizenlenmenin
meydana gelmesinde gesitli diizenleyici molekiil kompleksleri rol oynamaktadir. Bu
sliregte ilk asama hiicre disindaki glukozun algilanmast ve sinyal olusturulmasidir. Daha
sonra bu sinyal sitoplazmadan nukleusa iletilir ve ardindan transkripsiyon faktorierinin
tesvik edilmesi veya baskilanmas: tetiklenir [14]. S. cerevisiae’de yapilmis gesitli
¢aligmalardan elde edilen sonuglara gére, glukoz konsantrasyonuna bagli diizenlenmeyi
gosteren bir sema Sekil 1.3.’de verilmistir. Bu genel diizenlenmenin diginda, degisik
katabolik enzimlerin sentezlenmesinin diizenlenmesi siireglerinde rol oynayan
diizenleyici genlerin ve {iriinlerinin farklilk gosterebildikleri de bilinmektedir
[14,35,37].
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Sekil L3. S. cerevisiae’de heksoz tasiyict (HXT) genlerinin anlatiminin glukoz
tarafindan diizenlenme yolu ( Kesiksiz ok isareti pozitif kontrolu, kesikli ok ise negatif
kontrolu simgelemektedir. Snf3p ve Rgt2p glukoz sensorleri olarak is gdren membran
proteinlerini, Rgtlp DNA’ya baglanarak cesitli sekillerde islev gorebilen diizenleyici
proteini, HXT heksoz tastyicilar1 gostermektedir) ( [14] ve [38]’den degistirilerek).

S. pombe'de de invertazi sifreleyen genin (invl) anlatimi katabolit represyonla
diizenlenmektedir. Bununla birlikte, hiicrelerde baskilayici glukoz konsantrasyonlarinda
bile ¢ok diisiik diizeylerde (bazal) invertaz aktivitesinin varlifi gosterilmistir [32].
Ancak, invertaz sentezinin diizenlenmesinde katabolit represyonun ayrintili
mekanizmasi1 ve bu diizenleme siirecinde rol oynayan diizenleyici genler ve Urlinleri
hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadir. Sadece bu mayada glukoz baskilamasinin
meydana gelmesinde diizenleyici rol oynadigi anlagilan bir gen (scrl) tanimlanmistir
[35]. Katabolit represyonda baskilayici1 etkiye sahip bir proteini sifreleyen bu genin
delesyonunun invertaz sentezi fizerindeki glukoz baskilamasini da ortadan kaldirdigi
gosterilmistir. Ancak, bu genin delesyonu, S. pombe’de anlatimi katabolit represyonla
kontrol edilen ve glukoneogenik bir enzimi sifreleyen fruktoz 1,6-bifosfataz (fbpl)
geninin iizerindeki glukoz baskilamasint yok etmemektedir. fbp1’in anlatiminin
diizenlenmesinde cAMP diizeyi 6nemli rol oynamaktadir. Buna karsilik adenilat siklaz
aktivitesi gistermeyen soylarda invl geninin Konstitiitif olarak anlatim yapmamasi,
cAMP’nin invertaz sentezinin diizenlenmesinde etkili olmadifinin kanit1 olarak
degerlendirilmektedir [35].



Diger taraftan, S. cerevisiae kokenli SUC2 geninin S. pombe'de heterolog
anlatiminin basarili sekilde meydana geldigi, buna karsilik S. cerevisiae invertazinin bu
yabanci konakta baskilayici glukoz konsantrasyonlarinda bile konstitiitif olarak
sentezlendigi belirlenmistir [39]. Bu bulgulardan da anlasildig: gibi taksonomik agidan
yakin olsalar bile farkli organizmalarda (6rmegin S. cerevisiae ve S. pombe) ayni
metabolik yollardaki diizenleme mekanizmalart bazi farkhiliklar gosterebilmektedir.
Bunun yam sira, ayn1 organizma iginde de benzer metabolik yollara iliskin enzimlerin
sentezlerinin  diizenlenmesi  siirecinde  degisik  diizenleyici molekiiller rol
oynayabilmektedir[14,18,19,35].

Bu ¢alismada, S. pombe’de sentezi katabolit represyonla kontrol edilen invertaz
enzimini sifreleyen gen(ler)in anlatimlarinin diizenlenmesine iliskin 6n bilgilerin elde
edilmesi amaglandi. Bu kapsamda, bu maya tiiriinde biiyiik olasilikla 6zgiil olarak
invertaz sentezi bakimindan katabolit represyona direngli olduklar1 diistiniilen
konstitiitif mutantlar ilk kez elde edildi. Bu mutantlarda morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve genetik diizeyde bazi analizler yapildi. Ek olarak, gen dozajinin
invertaz sentezi agisindan katabolit represyondaki etkisi incelendi. Elde edilen
bulgularin, Skaryotlar i¢in uygun bir model organizma olan S. pombe’de katabolit
represyon ve dolayistyla karbohidrat metabolizmasinin diizenlenmesine iligkin bazi
ipuglarinin ortaya konulmasina yardimci olacag diisiiniildii.



II. MALZEME VE YONTEM

IL. 1. Organizmalar

Calisma mantarlarin Ascomycota sinifina ait olan Schizosaccharomyces pombe
Linder liquifaciens maya tiiriinde gergeklestirildi. Bu mayanin galismada kullanilan ve
[.U. Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimil kiiltiir koleksiyonunda
bulunan soylarina ait 6zellikler Tablo I1.1." de verildi.

Tablo IL 1. Calismada kullanilan S. pombe soylarinin 6zellikleri

Soylar Ozellikleri
972K Yabani tip
975h" Yabani tip
meiB102 (mat2-B102) Mayoz béliinme kusurlu
lys7 Lizin oksotrofu

I1. 2. Besi ortamlari

Organizmanin {iretilmesinde, diploid S. pombe soyunun elde edilmesinde,
fenotipik kontrollerin yapilmasinda ve hiicrelerdeki invertaz enzimi diizeylerinin
saptanmasinda kullanilan besi ortamlarinin igerikleri Tablo II.2. ve Tablo IL3." de
verildi.

Tablo I1.2. MML, MMA ve SPA besi ortamlarinda kullanilan stok gozeltiler

Stok Icerik
H3;BO, 5.40 mg/1
CuSO4. 5H,O 0.40 mg/1
KCli 1.00 mg/1
A] FeCl; . 6H20 2.00 mg/l
MnSO, . 4H,O 5.30 mg/1
NazHPO4 . 2H20 1.95 mg/l
ZnSQO; . 7H,O 4.00 mg/l
KH,PO, 100 mg/l
MgSO, . TH,O 50 mg/l
A NaCl 10 mg/l
z CaCl, . 6H,0 15 mg/l
(NH4)2504 500 mg/l
Stok A, 0.10 ml/1
Kalsiyum pantotenat 10 mg/l
3a Nikotinik asit 100 mg/l
Mezo-inositol 100 mg/l
3b Biotin 100 mg/l
(%50 Etil alkol icerisinde)
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Tablo IL 3. Caligmada kullanilan besi ortamlar

( Stok A, 3a ve 3b’ nin igerikleri Tablo IL.2. de verildi.)
Besi Ortami1 Icerik
e . Maya éziitii (Difco) 5 g/t
Maya &ziitlii stvi besi ortam1 (YEL) Glukoz (Merck) 30 gl
< . . YEL besi ortamina
Maya o6ziitlii kat1 besi ortami (YEA) Agar (Difco) eklendi 20 gl
Stok A 100 ml/1
Stok 3a 1 ml/1
Minimal sivi besi ortami (MML) Stok 3b 1 ml/1
Glukoz 10 g/l
N32HPO4 . 12H20 1 g/l
.. . MML besi ortamtna

Minimal kati besi ortami (MMA) Agar (Difco) eklendi 20 ol
Glukoz 10 g/l
Sentetik kat1 sporulasyon besi ortami KH,PO, g
(SPA) 3a 1 ml/1
3b 1 mVl
Agar 30 g/l
Maya o6ziitlii ve peptonlu sivi besi ortami | Maya 6ziitii 10 g/l
(YP) Pepton 20 g/l
. ’ Malt 6ziitii 30 g/l
Malt 6ziitlii kat1 besi ortam1 (MEA) A 20 g/l

Tiim besi ortamlar1 otoklavda 121°C’da (1 atmosfer basingta) 20 dakika tutularak steril

edildi.

S. pombe soylarinin ¢aligma siiresince tiretilmesi ve saklanmast igin zengin kati
besi ortami (YEA), genotip kontrolii igin minimal kati besi ortami (MMA) ve
diploidlerin elde edilmesinde sentetik spor olusturma kati besi ortam1 (SPA) kullanildi
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IL.3. Organizmanin iiretimi ve saklanmas

S. pombe’nin {retimi, genotipik kontrolu ve saklanmasinda Gutz ve ark. (1974)
[29]’nin 6nerdikleri yontemler kullanildi. Silika jel iginde 4°C’ da saklanan stok
kiiltiirlerden alinan 6rnekler YEA’da 30°C’ da yaklasik 3 giin tiretildi. Kiiltiirlerden 6ze
ile alinan 6rnekler MMA’ya azaltma ydntemi ile ekildi. Bu asamada stoklardan iiretilen
hiicrelerin prototrof olup olmadiklar belirlendi. Tek diisen kolonilerden rasgele segilen
birkag koloni egri YEA besi ortamlarina aktarilarak 30°C’ da yaklasik 3 giin tutularak
saf killtiirleri elde edildi. Saf kiiltiirler 4°C’ da sakland: ve ¢alisma boyunca 3-6 ayda bir
saflik kontrolleri yapildi.

I1.4 Stabil diploid S. pombe soylarinin elde edilmesi

Stabil diploid hiicrelerin elde edilmesi amaciyla S. pombe’nin mei B102 mutant:
kullanildi. Mayoz boliinme kusurlu olan bu soy, h* soylan ile eslestigzinde sporlar
olusturmaktadir. Buna karsilik h™ soylar ile eslestiinde meydana gelen zigot mayoz
gegiremedigi igin hiicreler diploid olarak kalmaktadir [40].

S. pombe 972h" ve men B102 haploid soylarinin YEA’da iiretilen 3 gunluk egri
kiiltiirleri, mililitresinde 10° hiicre bulunacak sekilde steril saf su ile siispansiyon haline
getirildi. Farkli soylan igeren her bir tiipten esit hacim alinip bir tiipte kanistirildiktan
sonra karisimdan 0,1 ml almd1 ve egn SPA iizerine ekildi. Zigot olusumu igin 25°C’da 3
giin birakildi. Kiltiiriin 10™ ve 10* sulandirimlarindan 0,1 ml ahinip magdala kirmizisi
(Phloxin B) (20mg/l) igeren MMA besi ortamina yayma ySntemiyle ekim yapildi ve
30°C’da 5 giin iiremeye birakildi. Magdala kirmizisi igeren besi ortaminda diploid
koloniler koyu pembe renkli olmalariyla segildiler. Segilen kolonilerden alinan hiicre
orekleri mikroskopta morfolojik agidan incelenerek de dogrulandi.

IL.S. Diploid ve haploid S.pombe soylarinda iiremenin izlenmesi

Zamana bagh olarak iiremeleri izlenecek olan soylar dnce egri YEA da 30°C’da
3 giin Giremeye birakildi. Kiiltiirdeki hucreler 5 ml steril saf su ile stispansiyon haline
getirildikten sonra, YEL besi ortamma 10° hiicre/ml olacak sekilde inokulum yapilarak
calkalamali inkiibatorde 180 devir/dakika hizda ve 30°C’da liremeye birakildi.

Kiiltiirdeki dreme, spektrofotometrede (Shimadzu UV-160) 600 nm dalga
boyundaki 151k kullanilarak belirli zaman araliklarinda (2 saatte bir) bulaniklik 5l¢iimleri
ile izlendi. Her 6l¢iim igin kiiltiirden bir defada iki 6rnek alinip spektrofotometrede iki
ayr Olgiim yapildi ve hesaplamalarda ortalama degerler kullanildi. Deneyler iki tekrarli
olarak yapildi. Optik yogunluk (OD) cinsinden elde edilen degerleri hiicre/ml cinsine
¢evirmek igin, ayn1 hiicre soyuna ait kiiltiiriin, mililitresindeki hiicre sayisi bilinen ¢esitli
sulandinmlarinin 600 nm’de &lgiilen OD degerlerine gore gizilen standart grafikten
(Sekil IL.1.) yararlanmildi.
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Sekil I1.1. Mililitresindeki hiicre sayisi bilinen hiicre slispansiyonlarinin 600 nm’deki
optik yogunluklarina gore ¢izilen standart grafik

I1.6. Generasyon sayisinin ve siiresinin hesaplanmasi

Logaritmik iireme sirasinda hiicrelerin ka¢ boliinme gegirdiginin ifadesi olan
generasyon sayisinin hesaplanmasi igin asagidaki formiilden yararlanildi [41].

logN; — logN;
Generasyon sayisi (n) =

log2

N, = logaritmik tireme sonundaki hiicre sayisi
N; = kiiltiirde iiremenin baglangicindaki hiicre say1si

Hiicrelerin logaritmik iireme sirasinda iki katina gikmalari i¢in gerekli siire olan
generasyon siiresinin (S,) hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanild [42].

S.=(T2-T1)/n

T, = logaritmik iiremenin bitis zamani

T, = logaritmik tiremenin baslama zamani
n = generasyon saylst
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IL.7. invertaz aktivitesinin saptanmasi

S. pombe hiicrelerinde invertaz aktiviteleri Goldstein & Lampen (1975)’ {43] in
gelistirdigi yontemle, sukroz iceren ortamda invertaz enzimi aktivitesine bagh olarak
ortaya ¢ikan glukoz miktarinin Olglilmesiyle kantitatif olarak saptandi. Glukoz
miktarinin saptanmasinda ticari bir kit (Fluitest® GLU , Biocon) kullanildi. Ol¢iim ve
hesaplamalar iiretici firmanin 6nerilerine uygun sekilde yapild:..

Egri YEA besi ortaminda tiretilen S. pombe soylar steril saf su ile siispansiyon
haline getirildi. Hiicre siispansiyonundan YEL besi ortamina yaklasik 7x10° hiicre/ml
olacak sekilde inokulum yapilarak ¢alkalamal inkiibatérde 180 devir/dakika hizda
30°C’da iiremeye birakildi. Logaritmik evrenin ortalarinda olan ve 600 nm dalga
boyunda yaklasik 1 OD verecek yogunluktaki hiicre kiiltiiriinden 3500 devir/dakika
hizda 3 dakika santrifiijlemeyle hiicreler toplandi. Hiicre ¢dkeltisi, esit hacimde steril saf
su ile stispansiyon haline getirildi ve tekrar santrifiij edilerek hiicreler toplandi. Bu iglem
iki kez tekrarlandi. Elde edilen hiicre ¢okeltisi, karbon kaynagi igermeyen esit
hacimdeki YP ile siispansiyon haline getirildi.

Bu siispansiyon kullanilarak, belirlenen konsantrasyonlarda glukoz (Boliim
II1.1.3.) ve/veya diger bilesikleri (Boliim IIL2.2.) iceren 5’er ml ’lik hiicre
siispansiyonlari hazirlandi; ¢alkalamali inkiibatdrde 150 devir/dakika hizda 30°C’da 2
saat tutuldu. Inkiibasyon sonunda, 4°C’da santrifiijleme yapilarak hiicreler topland.
Hiicrelerin pargalanmasi ve lizattaki invertaz aktivitesi tayini Rothe & Lehle (1998)’
[22] nin kullandiklar1 yonteme gore yapildi. Tiim islemler aksi belirtilmedikge buzda
gergeklestirildi. Hiicreler esit hacimde steril saf su ile ikiser kez ve daha sonra esit
hacimde steril 50mM sodyum asetat (pHS5) ¢ozeltisiyle ikiser kez yikandi. Santrifiij
edilerek toplanan hiicreler 250 pul pargalama tamponu [ 2mM PMSF
(fenilmetilsiilfonilfloriir) 50mM sodyum asetat (pHS5,2)] iginde siispansiyon haline
getirildi. Hiicre siispansiyonundan alinan &rneklerin (1/20) sulandirimlarinda ODggg
degerlerine bakilarak hiicre yogunluklari belirlendi. Siispansiyonun 200 pl’si tizerine
0,50 g steril cam boncuk (0,45 nm gaph) eklenerek yaklasik ikiser dakikalik siirelerle
tilp karistiricisinda tutulup, uygun siire sonunda (yaklasik 25 dakika) hiicrelerin
mekanik yontemle pargalanmasi saglandi.

Lizat 11 000 devir/dakika hizda 4°C’ da 15 dakika santrifiij edildi. Her bir
tiipten 50°ser ul iist sivi alinarak iglerinde 200 pl 200mM sukroz bulunan tiiplere
koyuldu ve 30°C’ da 15 dakika bekletildi. Tiiplere 50’ser ul 1M Tris-HC! (pH 8,8)
eklenerek reaksiyon durduruldu (bu asamada her bir tiipteki toplam hacim 300 pl dir).
Son agamada, her reaksiyon tiipiinden alinan 10 pl 6rnek, igerisinde ticari kitteki glukoz
saptama ¢Ozeltisinden (“enzyme reagent”) 990 pl bulunan mikrosantrifiij tiipiine
konuldu. Tiipler 37°C’ da 15 dakika bekletildi. Son olarak 546 nm dalga boyunda
spektrofotometrik Slgtim yapilarak OD degerleri kaydedildi. Olgiimlerde kér olarak
glukoz saptama ¢ozeltisi ( 0.5 M fosfat tamponu (pH 7.5), 7.5 mM fenol, 12000iinite/ml
glukoz oksidaz, 660 {inite/ml peroksidaz, 0.4 mM 4-amino antipirin) kullanildi.
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Invertaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

Spektrofotometrede elde edilen OD degerlerinden gidilerek asagida verilen
matematiksel iglemlerle 10ul hacimdeki 6rnekte bulunan, invertaz enziminin 200 mM
sukroz ¢ozeltisinden 1 dakikada agi8a ¢ikardigi, glukoz miktar (G,), hesaplandi.

Ornegin 546 nm’ deki ortalama OD’si
Ga= X standardin konsantrasyonu
Glukoz standardinin 546 nm’ deki ortalama OD’si

( kitte bulunan glukoz standardinin konsantrasyonu = 0,556uM )

Elde edilen G4 degerinden ( uM glukoz / 10pl / 15 dak. ) gidilerek, 300ul hiicre
siispansiyonunda bulunan invertaz tarafindan 1 dakikada agi3a ¢ikarilan glukoz miktart
(uM) hesaplandi.

Her bir deney serisindeki farkli reaksiyon ortamlarinda ardistk islemler sirasinda
olast hiicre sayis1 farkliliklarindan kaynaklanabilecek sapmalari gidermek amaciyla elde
edilen deger, ODgoo de saptanmis olan hiicre yogunluklarina béliindii. Buna goére
invertaz aktivitesi degeri uM glukoz/dak./300ul hiicre siispansiyonu cinsinden verildi.

IL8. invertaz sentezinin baskilanmadif1 glukoz konsantrasyonunun saptanmasi

S. pombe hiicrelerinde invertaz sentezinin baskilanmadigi glukoz konsantrasyonunun
belirlenmesi amaciyla % 0.025 , 0.05, 0.1 , 0.15,025,05,1,2,5 ve 10
konsantrasyonunda glukoz igeren inkiibasyon ortamlarinda tutulan &rneklerde Béliim
IL7. de anlatildigt sekilde invertaz aktiviteleri &lglildi. Kontrol olarak glukoz
icermeyen ortamda tutulan 6rnekler kullanildi. Deneyler 3 tekrarli olarak yapild:.

IL9. Glukoz baskilamasina direngli mutantiarin elde edilmesi

Glukozun baskilayici konsantrasyonuna direngli mutant soylarin elde
edilebilmesi amaciyla fiziksel mutagen olarak ultraviyole (UV) 151k, kimyasal mutagen
olarak da etilmetansulfonat (EMS) kullanildi.
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I1.9.1. UV’ nin S. pombe hiicrelerinde yasama yetenegi iizerine etKisi

Ultraviyole 1sinlarin  6ldiiriici dozlarinin saptanmasinda Galli ve Schiestl
(1995)’in [44] gelistirdikleri yontem kismen degistirilerek kullanildi. Egri YEA’ da
30°C’ da iiretilmis olan 3 giinliik S. pombe 972k Kkiiltiirii 5 ml steril saf su ile
sispansiyon haline getirildi. 10* hiicre/ml olacak sekilde sulandirilan  hiicre
siispansiyondan 10 ml alinarak steril petri kabina koyuldu. 254 nm dalga boyunda UV
stk kullanilarak 3,5 erg/m® (V. Lourmat) saniye siddetinde UV radyasyon dozu
uygulandi. Hiicre siispansiyonu karanlikta 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50 ve 60
saniyelik siirelerle UV 151k etkisinde birakildi. Belirtilen siirelerin sonunda hiicre
siispansiyonlarindan 100’er pl alinarak YEA igeren petrilere gesitli sulandirimlarda
yayma yontemiyle ekim yapildi. 30 °C’da 4-5 giinliik tireme sonucu olusan koloniler
sayildi. Kontrol grubu olarak, ayni siispansiyondan UV etkisinde birakilmamis hiicreler
kullanildi. UV uygulamalar1 sonucunda tireyen koloni sayilari kontrol grubundakilere
oranlanarak, UV dozlarinin §ldiiriiciiliik etkileri belirlendi.

I1.9.2. EMS’nin S. pombe hiicrelerinde yasama yetenegi iizerine etkisi

Egri YEA’ da 30°C’ da firetilmis olan 3 giinlitk S. pombe 972k Kiiltiiriinden
5 ml steril saf su ile yapilmis hiicre siispansiyonundan YEL besi ortamina yaklasik
10° hiicre/ml olacak sekilde inokulum yapildi. 30°C’ da 180 devir/dakika hizda
calkalanarak 1 gece dretildi. Ertesi giin hiicre sayimi yapildi ve 10° hiicre steril santrifij
tiipiine aktarildi. 3000 devir/dakika hizda 2 dakika santrifiijlenerek hiicreler toplandi ve
10 ml steril saf su ile stispansiyon haline getirilip tekrar santrifiijlendi. Yikama islemi 2
kez tekrarlandi. Ardindan hiicreler 1 kez de 10 ml steril 0.1 M NaHPO4 (pH 7)
tamponuyla yikandiktan sonra tekrar 10 ml ayn1 tamponda siispansiyon haline getirildi.
1’er ml hiicre siispansiyonu 10 ml hacmindeki steril cam tiiplere konuldu. Tiiplere 30’ar
ul EMS eklendi’ . Uygulama 30°C ‘da 180 devir/dakika hizda galkalamali inkiibatdrde
30, 60, 90, 120 ve 180 dakika siirelerde yapildi. Kontrol olarak, es deger kosullarda
tutulmus EMS eklenmemis hiicre silispansiyonlar: kullanildi. Belirtilen stirelerin
sonunda tiiplerin igerigi mikro santrifiij tiiplerine aktarilarak 3000 devir/dakika hizda 2
dakika santrifiijlendi ve hiicreler topland:. Hilcre ¢okeltileri lizerine 1° er ml steril saf su
eklenerek siispansiyon haline getirildi ve yeni tiiplere aktarildi. Santrifiijleme ile
yeniden toplanan hiicreler 1’er ml % 5’lik steril sodyum tiyostilfat ile siispansiyon
haline getirildi ve hiicre siispansiyonlar1 yeni tiiplere aktarildi. Bu islem iki kez
tekrarlandi. Ardindan hiicreler bir kez daha steril saf su ile yikandiktan sonra kontrol ve
deney gruplarina ait gesitli sulandirimlardan YEA igeren petrilere yayma ekim yapildi.
30 °C’da 4-5 giinliik inkiibasyondan sonra olusan koloniler sayildi ve kontrol
grubundaki koloni sayilari ile karsilastirma yapilarak Sldiriiciiliik dozlar1 saptandi [45].

* EMS kuvvetli bir mutagen oldugu icin deney sirasinda eldiven kullanildi ve EMS ile bulagmis olan tiim
materyal %5°lik sodyum tiyosiilfat ¢6zeltisi ile nétr duruma getirildi.
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11.9.3. Mutagenez ve mutantlarin seleksiyonu

UV 15183in ve EMS’nin yaklasik % 50-95 arasinda oldiiriiciiliik etkisi yaratan
konsantrasyonlarimin kullanimiyla Boéliim IL9.1. ve IL.9.2.°de agiklandi1 sekilde
yapilan uygulamalar sonucunda ortaya ¢ikacak glukoz baskilamasina direngli invertaz
mutantlarinin seleksiyonu igin 2 ayr1 ydntem kullanildi.

I19.3.1. Invertaz aktivitesinin koloni yiizeyinde yari Kkantitatif olarak
gosterilmesi

Bu amagla, Paravicini ve ark. (1992)’nin [46] gelistirdikleri y6ntem kullanildi.
Yontemin temeli, invertaz aktivitesine bagli olarak agia ¢ikan glukozdan, glukoz
oksidaz ve peroksidaz enzimlerinin etkisiyle (invertaz enzimini sentezleyebilen)
kolonilerin ylizeyinde ve ¢evresinde kirmizi rengin saptanmasina dayanmaktadir.
Hiicreler belirlenen dozlarda mutagen etkisinde birakildiktan sonra baskilayici
konsantrasyonda glukoz igeren zengin kati besi ortamina (YEA) yaklasik
250 koloni/petri olacak sekilde yayma ydntemiyle ekim yapildi. Petriler 30°C* da  3-5
giin bekletildi. Kontrol grubu olarak mutagen etkisinde birakilmamis yabani tipteki
hiicreler kullanildi. Olusan koloniler petri kopyalama (“replica plating™) yontemi ile
YEA besi ortamina aktarildi. 125 mM sukroz, 100 mM sodyum asetat (pH 5.5),
10 ng/ml turp bitkisi peroksidazi (*horseradish peroxidase”), 8 iinite/ml glukoz oksidaz,
2 mM O-dianizidin igeren ¢ozelti, esit hacimde iki kez saflastirtlmig su ile hazirlanan,
% 2.4’liik agarin yaklagik 50°C deki c¢ozeltisiyle karistirtldi. Elde edilen bu karigim
sogumadan kopya petrilere, kolonilerin yiizeyini Srtecek miktarda dokiildii. Invertaz
aktivitesine sahip olan hiicreleri iceren kolonilerin ylizeyinde ve ¢evresinde kirmizi
rengin olugmast igin oda sicakliginda yaklasik 5 dakika beklendi.

11.9.3.2. 2-Deoksi-D-Glukoz ile seleksiyon

Bu seleksiyon yonteminin temeli bir glukoz analogu olan 2-deoksi-D-glukoz
(2-DOG)’un glukoz etkisi gostererek katabolit represyona neden olmasina dayanir [17].
2-DOG hiicre iginde 2-DOG-6-fosfat seklinde fosforilasyona ugradiktan sonra diger
metabolik asamalara girememekte ve karbon kaynagi olarak kullanilamamaktadir.
Bununla birlikte, glukoz etkisi gstererek sukroz ve maltozun kullanimi gibi katabolit
represyon ile kontrol edilen metabolik yollarda baskilamaya neden olmaktadir [17, 47].

2-DOG’un seleksiyonda kullanilacak konsantrasyonunu saptamak amaciyla
100, 250, 500 ve 1000 pg/m!’ lik konsantrasyonlar: denendi [17]. Bu kosullar altinda
tutulan hiicrelerdeki invertaz diizeyleri Boliim IL.7.’de agiklandig: gibi kantitatif olarak
olgiildii. Bu deney igin 3 farkli kontrol grubu hazirlandi: K1 (baskilama yapmayan
konsantrasyonda glukoz igeren ortam), K2 (baskilayici konsantrasyonda glukoz igeren
ortam) ve K3 (glukozun baskilama yapmayan konsantrasyonuna es deger fruktoz igeren
ortam). 2-DOG’un, yukarida belirtilen konsantrasyonlarinin invertaz enzimi sentezini
baskilama dereceleri K1° de 8lgiilen invertaz miktarlar: temel alinarak degerlendirildi.
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2-DOG’un  belirlenen  baskilayici  konsantrasyonunun kati  ortamda
gergeklestirilecek seleksiyon siirecinde de etkili olup olmayacaginin kesinlestirilmesi
i¢in deney kati ortamlarda da tekrarlanarak kontrol edildi. Bu amagla glukoz igermeyen
YEA besi ortamina (5 mg/ml maya 6ziitii ve 20 mg/ml agar) , final konsantrasyonu % 3
olacak sekilde sukroz (filtre ile steril edilmis) ve baskilayici konsantrasyonda 2-DOG
eklenerek segici bir ortam olusturuldu. Kontrol ortami olarak da YEA kullanildi. Bu
ortamlara S. pombe’nin yabani tipteki hiicrelerinden esit miktarlarda yayma yéntemiyle
ekim yapildi. Petriler 30°C* da 3-5 giin inkiibasyona birakildi. Mutantlarda glukoz
baskilamasina karsi1 maltaz sentezi agisindan da direng olup olmadigin: anlamak {izere,
ayni denemeler segici besi ortamina karbon kaynag: olarak % 3 konsantrasyonunda
maltoz eklenerek yapildi. UV iginlama ve EMS kullamlarak gergeklestirilen mutagenez
stirecinin ardindan hiicreler dogrudan % 3 (w/v) sukroz, baskilayici konsantrasyonda 2-
DOG, 5 mg/ml maya &ziitii ve 20 mg/ml agar igeren besi ortamlarina yayma y6ntemiyle
ekildi. Petriler 30°C’da 5-10 giin bekletildi. Kontrol olarak, mutagen uygulamasindan
once ve sonra killtliriin gesitli sulandirimlarindan YEA’ya ekim yapildi. Uygulama
sonrasi olusan koloni sayilar1 ve kontrol gruplan arasindaki orantilardan mutagenez
sonrasinda canli kalabilen ve buna gore seleksiyon etkisinde tutulan hiicrelerin sayilar
hesaplandi. Olusan olasi mutant koloniler daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere
stoklara alind1.

II.10. Mutantlarin analizi

Seleksiyon sonucunda elde edilen olasi mutantlardan, Béliim I11.9.3.2.°de
agiklanan yéntemle glukoz baskilamasina direngli olduklari dogrulananlarda morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve genetik analizler yapildi.

11.10.1. Stabilite belirlenmesi

Glukoz baskilamasina direngli mutant soylarin stabilitelerinin belirlenmesi
amaciyla hiicreler segici olmayan zengin besi ortaminda (YEL) 30°C’ da
180 devir/dakika hizda, izleme siirecinde kiiltiirler geg logaritmik evreye ulastiklarinda
pasajlart yenilenerek, 50 generasyon boyunca izlendi [17]. Kontrol grubu olarak
S. pombe’nin yabani tipi ayni kosullar altinda izlendi. 25. ve 50. generasyonlar sonunda
stvi killtiirlerden sayim yapilarak 10°, 10 ve 10° hiicre alinip 2-DOG’ lu segici besi
ortami ve zengin besi ortamt (YEA) iceren petrilere esit hacimde damlalar halinde ekim
yapildl. Yaklasik 5 giin sonunda 2-DOG’lu ortamdaki iireme durumlarina gore
stabiliteleri degerlendirildi.
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11.10.2. Prototrofluk kontrollan

Glukoz baskilamasina direngli mutantlarda, ek olarak biyosentez yollariyla
iligkili bir kusur olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla minimal ortamda iireyebilme
yetenekleri izlendi. Mutantlarin 2-DOG igeren YEA’daki 3 gecelik taze kiiltiirlerinden
steril kiirdanlarla alinan rnekler MMA’ya aktarilarak 30°C’da 3 giin bekletildi. Ayrica
minimal ortama karbon kayna§t olarak glukoz yerine ayni konsantrasyonda (% 1)
sukroz eklenerek mutantlarin bu kogul altindaki iireme yetenekleri de izlendi. Kontrol
olarak S. pombe’nin yabani tipi (K1) ve lizin oksotrofu olan lys7 mutanti (K2)
kullanildi.

11.10.3. Invertaz aktivitelerinin belirlenmesi

Glukoz baskilamasina direngli olan mutant soylarin, baskilama yapan ve
yapmayan glukoz konsantrasyonlarindaki invertaz aktiviteleri Boliim IL7.” de
agiklandig1 gibi kantitatif yontemle olgiildii. Olgiim degerleri, kontrol grubu olarak
kullantlan S. pombe’nin yabani soyundakilerle karsilastirildi. Elde edilen bulgular
dogrultusunda, mutantlar glukoz baskilamasina kars1 direng derecelerine gore fenotipik
olarak gruplandirildi.

11.10.4 Uremenin izlenmesi

Mutantlarin her bir fenotipik grubundan segilen temsilcilerinin zamana bagh
olarak tiremeleri YEL ve karbon kaynagi olarak glukoz yerine esdeger konsantrasyonda
sukroz iceren MML besi ortamlarinda izlendi. Deneyler Béliim ILS5.’ de anlatildig: gibi
ve iki tekrarl olarak yapildi.

I1.10.5. Morfolojik analiz

Mutantlara ait hiicrelerin 3 giinliik taze kiiltiirlerinden hazirlanan lam/lamel arasi
preparatlar 151k mikroskobunda incelendi ve fotograflari ¢ekildi. Mutant hiicrelerin
morfolojileri yabani tipteki hiicrelerle karsilagtirildi.

11.10.6. Resesiflik/dominanthk testi

Mutant ve yabani tipteki alleller arasindaki resesiflik/dominantlik iligkisinin
saptanmast amactyla mutant soylar S. pombe’ nin mei B102 soyu ile Boliim IL.4.’de
aciklandi1 gibi caprazlanarak stabil diploid hiicreler elde edildi. Magdala kirmizis
ortamindaki kirmizi renkleriyle segilen ve mikroskobik incelemede de diploid olduklart
dogrulanan kolonilerden alinan drnekler 2-DOG igeren segici besi ortamina ve kontrol
olarak zengin besi ortamina aktarildi ve lireme durumlari izlendi.
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HL1. S. pombe’ de invertaz sentezi iizerinde glukoz baskilamasi

S. pombe’nin yabani soyunda invertaz sentezi lizerinde glukoz baskilamasina
iligkin bilgiler elde etmeye yonelik olarak oncelikle glukozun baskilama yaptigi
konsantrasyon saptandi ve bu degerlik tizerinde gen dozajinin etkili olup olmadigini
belirlemek {izere ¢alismalar haploid ve diploid soylarda karsilagtirmali olarak yiiriitiildii.

III.1.1. Stabil diploid S. pombe soylarinin elde edilmesi

Dogal yasam bigimi haploid olan S. pombe’den stabil diploidler elde etmeye
yonelik olarak 9724 ve meiB102 hiicre soylarinin SPA’da ¢aprazlanmasi sonucunda 3-
5 giin i¢inde zigotlarin olustugu mikroskobik olarak gézlendi. 5. giindeki ¢aprazlama
kangimimm aktarildigi magdala kirmizisi igeren besi ortaminda ¢ok agik pembe ya da
beyaz renkli haploid koloniler arasinda, diploid koloniler koyu pembe renkli olmalariyla
segildiler (Sekil IIL1.). Ayrica, diploid kolonilerdeki hiicreler iri ve pleimorfik
gortintimleriyle de daha kii¢iik ve ¢ubuk sekilli olan haploid hiicrelerden ayirt edildi
(Sekil TI1.2.).

(bityiitme x20)

Sekil III.1. S pombe’nin haploid (H) ve diploid (D) kolonilerinin magdala kirmizisi
iceren besi ortamindaki goriiniimleri

(a) (b)

Sekil 11L.2. S. pombe’nin (a) haploid ve (b) diploid hiicrelerinin mikroskop altinda
goriintimleri (biiytitme x400)
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I11.1.2. Haploid ve diploidlerde zamana bagh iireme

Glukozun baskilayict  konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan
kantitatif invertaz aktivitesi tayini logaritmik evrenin ortalarindaki kiiltiirlerde
gergeklestirildigi [35] igin 6ncelikle haploid ve diploid soylarda zamana bagli tireme
izlenerek logaritmik evrelerin siiresi belirlendi.

Boliim IL3." de anlatildigi gibi ve iki tekrarh olarak yapilan Glgiimlerden elde
edilen ortalama degerler Tablo IIL.1." de verildi ve bu sayisal degerlere gore gizilen
tireme egrileri Sekil IT1.3." de gosterildi.

Tablo IIL1. Haploid ve diploid S.pombe kiiltiirlerinde zamana bagli tiremenin izlenmesi

Zaman Haploid Diploid

(saat) ODsoo hiicre/ml ODeoo hiicre/ml
0. 0.089 1.0x10° 0.081 1.0x10°
2 0.087 1.0x10° 0.083 1.0x10°
4, 0.090 1.0x10° 0.082 1.0x10°
6 0.120 1.4x10° 0.110 1.2x10°
8. 0.460 3.9x10° 0.204 1.5x10°
10. 0.810 7.0x10° 0.302 2.6x10°
12. 1.140 1.7x107 0.650 5.5x10°
14. 1.330 3.2x10 1.220 1.5x10’
16. 1.550 5.4x107 1.660 6.5x10’
18. 1.820 8.3x107 2.080 9.0x10’
20. 2.110 1.1x10® 2.161 1.1x10°
22. 2.180 1.4x10° 2.194 1.2x10°
24, 2.210 1.6x10% 2201 1.3x10°
26. 2.220 1.6x10° 2.197 1.3x10°
28. 2210 1.6x10° 2.196 1.3x10°
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Sekil IIL.3. Haploid ve diploid S. pombe kiiltiirlerinde zamana bagli tireme egrileri

Ayrica haploid ve diploid S. pombe soylari icin generasyon sayilari ve siireleri
Béliim 11.6." da verilen formiillere gére hesaplandi (Tablo IIL2.).

Tablo IIL.2. Haploid ve diploid S. pombe kiiltiirlerinde gencrasyon sayi ve siireleri

Soylar Generasyon sayisi | Generasyon siiresi
Haploid 1.66 2.40
Diploid 3.56 1419

Formiillere gére yapilan hesaplamalardan, kiiltiirlerde logaritmik evrelerin
ortalara denk gelen 12 — 16. saatler arasinda diploid kiiltiirlerin boliinme hizinin
haploidlerdekinin yaklagik iki kati oldugu belirlendi. invertaz aktivitesi tayinlerinde
haploid soy igin 15. saatteki, diploid soy igin 14. saatteki killtiirlerin kullamlmasi
kararlastirildi.
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I1.1.3. Haploid ve  diploidlerde  baskilama  yapmayan  glukoz
konsantrasyonunun belirlenmesi

Invertaz enziminin baskilanmadigi glukoz konsantrasyonunun saptanmasi
amaciyla, logaritmik evrenin ortalarindaki kiiltiirlere ait hiicrelerle yapilan deneylerde
glukozun % 0.025 — 0.10 arasinda degisen konsantrasyonlari denendi. Béliim I1.7. de
agiklandigi sekilde ve li¢ tekrarli olarak yapilan deneylere ait ortalama degerler
Tablo IIL.3.’de verildi. Bu degerlerden yararlanilarak g¢izilen grafik Sekil IIL4.'de
gosterildi.

Tablo IIL3. Haploid ve diploid S. pombe hiicrelerinde gesitli glukoz
konsantrasyonlarindaki invertaz aktiviteleri

G::,‘/:: )O & ODgoo ODsy6 (;lh}zmi;?:a:gt(;(‘) :le::icre
slispansiyonu)
(W) [Haploid | Diploid | Haploid ] Diploid | Haploid | Diploid
0.025 0458 | 0.722 | 0302 | 0.629 3.161 4612
0.050 0477 | 0.745 | 0376 | 0.656 3.804 4647
0.100 0610 | 0.813 | 0642 | 0984 5.660 7575
0.150 0.547 | 0.847 | 0642 | 1211 5.079 6.468
0.250 0537 | 0567 | 0386 | 039 3.469 3542
0.500 0575 | 1.105 | 0.088 [ 0.186 0.738 0.884
I 0.655 | 0.914 | 0.069 | 0.146 0.508 0.838
2 0.620 | 1.076 | 0.043 | 0.076 0.334 0.358
5 0.589 | 1.080 | 0.043 | 0.045 0352 0.254
10 0569 | 1.074 | 0.039 | 0.053 0.330 0.255

B&. YOKSEKORRTT 't KiiRtiLy
BOUMAL o1 v HIERKEZ
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Sekil IIL4. Haploid ve diploid S. pombe hiicrelerinin gesitli glukoz
konsantrasyonlarindaki invertaz aktiviteleri

Elde edilen sayisal degerlere gore, haploid ve diploid soylara ait hiicrelerin
glukoz baskilamasina karsi ¢ok farkl bir yanit vermedikleri anlagildi. Hem haploid
hem de diploid soylarda % 0.1" lik glukoz konsantrasyonunun invertaz enziminin
sentezini baskilamadigi, buna karsilik glukoz konsantrasyonundaki artisa paralel olarak
baskilamanin meydana geldigi saptandi. >%2’lik glukoz konsantrasyonunda
baskilamanin olmadigi kosula oranla invertaz aktivitesinin yaklasik %95 oraninda
baskilandigi belirlendi. Bununla birlikte, glukoz konsantrasyonunun daha yiikseldigi
kosullarda bile invertaz aktivitesinin ¢ok diisikk diizeyde sabit kalarak devam ettigi
(bazal aktivite) gozlendi. Buna goére S. pombe hiicrelerinde invertaz sentezi agisindan
glukoz baskilamasina verilen yanitta gen dozajinin etkili olmadigt belirlendi. Sadece,
Sekil II1.4.°teki grafikten de izlendigi gibi, baskilamanin olmadigi kosulda diploid
hiicrelerdeki invertaz aktivitesinin haploid hiicrelere oranla yaklasik 1,5 kat daha fazla
oldugu belirlendi. Bununla birlikte, % 0.25lik glukoz konsantrasyonunda diploidlerdeki
baskilamanin haploidlere oranla daha etkin bir sekilde meydana geldigi saptandi.

Calismanin sonraki asamalarinda baskilama yapmayan glukoz konsantrasyonu
olarak % 0.1, baskilayici etki saglamak igin de en az % 2'lik konsantrasyonlari
kullanildi.
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I1L1.2. Glukoz baskilamasina direncli invertaz mutantlarimin elde edilmesi

Glukoz baskilamasina direngli konstitiitif invertaz mutantlarinin elde edilmesi
amaciyla fiziksel (UV) ve kimyasal (EMS) mutagenler kullanilarak S. pombe’nin yabani
soyunda (972/4) mutagenez gergeklestirildi.

111.2.1. Mutagen dozlarimn belirlenmesi

Mutasyon ¢alismasinda fiziksel mutagen olarak kullanilacak UV  dozunu
saptamak {izere oncelikle 254 nm dalga boyundaki UV 1s1gin gesitli dozlarinin hiicreler
iizerindeki oldiiriicii etkilerinin derecesi saptandi. Bu amagla 5 - 60 saniye arasinda
degisen UV 151k uygulamalari sonucunda elde edilen degerler Tablo IIL4." de verildi.
Bu degerlere gore gizilen grafik Sekil IIL5. de gosterildi.

Tablo IIL4. UV 1s1gin S. pombe hiicreleri iizerindeki oldiriiciiliik etkisi

Uygulama siiresi | Canlt hiicre Yasama yetenegi
(saniye) sayisi (%)
0 3000 100
5 2820 94
10 2250 7o
15 1740 58
20 1430 47
25 1060 34
30 650 21
35 330 11
40 120 4
50 10 1
L 60 - <1
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Sekil ITL5. S. pombe hiicrelerinin UV 15131n uygulama siirelerine baglh 6liim orani

UV 15181n uygulama siirelerine bagli olan oldiiriiciiliik etkisi, UV 1sik etkisine
birakilmamis olan kontrol grubu ile yapilan karsilastirma sonucuna gdre belirlendi.
Buna gére UV ile yapilacak mutasyon g¢alismalarinda yaklasik %30 oldiiriicti etki
gosteren 20- 30 saniyelik uygulama siireleri segildi.

Kimyasal mutagen olarak kullanilacak EMS nin hiicreler iizerindeki dldiiriiciiliik
derecesinin saptanmast amactyla %3'liikk konsantrasyonu kullanilarak 30 - 180 dakika
arasinda degisen uygulama siireleri denendi. Elde edilen degerler Tablo II1.5. de verildi
ve bu degerlere gore ¢izilen grafik sekil Sekil II1.6.’da gosterildi.

Tablo IIL.5. EMS nin S. pombe hiicreleri iizerindeki 6lduirticiiliik etkisi

Uygulama siiresi | Canl hiicre Yasama yetenegi
(dakika) sayisl (%)
0 2650 100
30 1740 67
60 1210 46
90 680 26
120 310 12
180 3 <1
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Sekil IIL.6. S. pombe hiicrelerinin  EMS’nin (% 3) uygulama siirelerine bagl 6lim
orani

EMS’nin uygulama siirelerine bagh olan oldiiriiciilik etkisi, EMS etkisine
birakilmamis olan kontrol grubu ile yapilan karsilastirma sonucuna gore belirlendi.
Buna gore, mutasyon ¢ahsmalari igin % 50-90 oldiiriiciiliik etkisinin saptandigi 60,90 ve
120 dakikalik uygulama siireleri segildi.

I11.2.2. Mutantlarin seleksiyonu

UV ve EMS nin belirlenen dozlarinin kullanimiyla, Béliim I1.9.'da agiklandig:
sekilde yapilan islemler sonucunda glukoz baskilamasina direngli invertaz mutantlarinin
seleksiyonunda iki teknikten yararlanildi.

Koloni yiizeyinde invertaz aktivitesinin gosterilmesi temeline dayali seleksiyon
teknigiyle, UV’nin belirlenen siirelerinin kullanildigi 5 ayrt uygulamada toplam
yaklasik 32.000 hiicre seleksiyon etkisinde birakildi. Boliim 11.9.3.1.°de belirtildigi
sekilde petri kopyalama tekniginin kullaniimasini gerektiren ve bu nedenle ¢ok fazla
hiicre taranmasina olanak vermeyen bu yontemle yapilan taramalarda glukoz
baskilamasina direngli mutant elde edilemedi.
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Béliim I1.9.3.2.°de verilen, 2-DOG seleksiyonunun uygulanmasinda 6ncelikle,
kullanilacak 2-DOG konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla bu glukoz analogunun
100, 250, 500 ve 1000 pg/ml’ lik konsantrasyonlar: denendi. Kontrol gruplariyla birlikte
ii¢ tekrarli olarak ey zamanli yapilan deneylerden elde edilen ortalama degerler
Tablo IIL6.” de verildi. Bu degerlerden yararlanilarak gizilen grafik  Sekil IIL7." de
gosterildi.

Tablo IIL6. Cesitli 2-DOG konsantrasyonlarindaki invertaz aktiviteleri

Invertaz Aktivitesi
2-DOG (pg/ml) ODgoo | ODsys | (uM glukoz/dak./300 ul
hiicre siispansiyonu)
100 0.521 [0.443 5.169
250 0.549 [0.130 1.557
500 0.555  [0.045 0.513
1000 0.553 [0.033 0.350
K1 (%01 glukoz) [0.564 [0.491 5.330
K2 (%5 glukoz)  10.590 |0.063 0.637
K3 (%01 fruktoz) [0.566 [0.539 5.610
Glukoz Standardi - 0.183 3
) ;s
5._. 5 \
i N
ig \
48 3
4 . =
LE \
) —
g—/ 0 e e e T ] T T T T T
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Sekil IIL7.  2-DOG’un invertaz sentezini baskilayici etkisi
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Elde edilen bulgular dogrultusunda mutantlarin seg¢iminde, direng ozelligi
diizeyleri farkl olabilecek mutantlari segebilmek amaciyla, 2-DOGun yeterli derecede
baskilamaya (yaklagik %70) neden oldugu belirlenen 250pg/ml’lik konsantrasyonun
kullaniimasina karar verildi.

Sivi inkiibasyon ortaminda belirlenen 2-DOG konsantrasyonunun seleksiyon
yonteminde (Boliim IL1.9.3.2.) kullanilcak olan kati besi ortammna da uygunlugu,
bu dozdaki 2-DOG igeren kati zengin besi ortaminda yabani tipteki S. pombe
hiicrelerinin  hi¢ iiremediklerinin saptanmasiyla dogrulandi. 2-DOG  seleksiyon
teknigiyle, UV is1gin belirlenen siirelerde kullanilmastyla yapilan uygulamalarda 4 ayri
denemede toplam yaklagik 160.000 hiicre tarandi fakat, biiyiik olasilikla UV
uygulamasinin ¢ok fazla sayida hiicreyle gergeklestirilememesine bagh olarak glukoz
baskilamasina direngli invertaz mutanti elde edilemedi.

EMS kullanilarak yapilan mutasyon ¢alismalarinda ise % 3’liik EMS’nin
belirlenen siirelerde kullanildigi 3 ayri denemede 2-DOG seleksiyon teknigiyle toplam
yaklagik 5,3x10® hiicre tarand:. Elde edilen sonuglara ait sayisal degerler Tablo II1.7."de
verildi.

Tablo III.7. EMS uygulamasi ile glukoz baskilamasina direngli invertaz mutantlarinin
seleksiyonuna iligkin sayisal degerler

%mis?{dgauli?lz: ‘;‘ Tarag:;l:llucre Mutant Sayisi Mutasyon Frekansi
60 2.6x10° 6 2x107
60 2.3x10% 8 2.75%10°"
120 4x107 :
Toplam:  5.3x10° 14

Tablodaki degerlerden de anlasildigi gibi, EMS uygulamasiyla glukoz
baskilamasina direncli olan toplam 14 adet konstitiitif invertaz mutanti, baskilayici
konsantrasyonda 2-DOG igeren ortamda invertaz sentezleyebilme yetenekierine gore,
izole edildi. Mutantlarin tiimii yaklagik % 60 oldiiriicii etki gdsteren EMS dozunun
kullanilmasiyla (60 dakikalik uygulamada) elde edildi. Buna karsiik, EMS’nin
yaklasik % 95°lik oldiirlicii etki gosterdigi saptanan 120 dakikalik uygulamasiyla
yapilan denemede, biiyiik olasilikla canli hiicre sayisindaki azalma nedeniyle, mutant
izole edilemedi.
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2-DOG baskilamasina direngli olmalariyla segilen 14 koloniden elde edilen
kiiltiirlerdeki hiicrelerin, glukoz baskilamasina direngli olduklarinin kesinlestirilmesi
amaciyla seleksiyonda kullanilan besi ortaminda (% 3 sukroz ve 250 ug/ml 2-DOG
igeren YEA) iireme durumlari izlendi. Bu amagla, mutantlara ve yabani tipe ait hiicreler,
¢izgi ve damla (spot) ekim yontemleriyle petrilere ekildi.

Kontrol olarak kullanilan yabani tipe ait hiicrelerin bu segici ortamda, 6zellikle
en yogun damla ekiminde (10°) bile tirememesine karsilik, mutantlarin hepsinin
kullanilan tiim hiicre yogunluklarinda iiredikleri gozlendi (Sekil IIL8). Buna gore,
mutantlarin hepsinin glukoz baskilamasina direngli olduklari tam olarak dogrulandi.

Kontrol

Kontrol

Kontrol
972 h

Sekil I11.8. Mutantlarin 2-DOG ve sukroz i¢eren YEA ortamindaki tireme durumlari (a,
¢izgi ekim ; b, damla ekim. Damla ekiminde, petrinin digindan ortasina dogru sirasiyla
10°, 10* ve 10° sayida hiicre ekimi yapilmistir)
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IIL3. Glukoz baskilamasina direngli invertaz mutantlarinin analizi

EMS mutagenezi sonucunda ve 2-DOG seleksiyonuyla elde edilen glukoz
baskilamasina direngli 14 adet invertaz mutanti gdil — gdil4  ( glukoz-baskilamasina
direngli invertaz mutanti) olarak adlandirildi. Bu mutantlarda morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve genetik bazi analizler yapildi.

I11.3.1. Direng dzelliginin stabilitesi

Uzun siireli deneysel uygulamalarin giivenilirligi ve saglikli hiicre stoklarinin
hazirlanmasi agisindan, glukoz baskilamasina direngli olduklari saptanan invertaz
mutantlarinda bu ozelligin siirekliligi izlendi. Bu amagla, 14 mutantin glukoz
baskilamasina direnglilik durumlari segici olmayan zengin besi ortaminda yaklagik 50
generasyon boyunca izlendi. Bolim 11.10.1." de agiklanan ydntem kullanilarak elde
edilen sonuglara gére, mutantlardan 9unun (gdil, gdid, gdi6, gdi9-14) direng
szelliklerini 50. generasyonun sonuna kadar siirdiirdiikleri belirlendi. Bununla beraber,
gdi2 ve gdi7 mutantlarinda 25. generasyon sonunda; gdi3, gdi5 ve gdi8'de ise 50.
generasyon sonunda direng zelliklerinin kayboldugu saptandi (Sekil I1L.9a).
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SECiCI

SECici
YEA

SECicT
YEA

50. generasyon

Sekil IIL9. Mutantlarin segici YEA ortaminda (a) 25. generasyon sonunda,
(b) 50. generasyon sonunda, (¢) segici olmayan YEA’ da (kontrol) 50. generasyon
sonunda tireme durumlari
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111.3.2. Hiicre morfolojileri

Glukoz baskilamasina direngli invertaz mutantlarina ait hiicrelerin mikroskobik
incelemelerinde, mutantlarin biiyiik cogunlugunda (gdil, gdi2, gdid-8, gdil3) hiicre
morfolojilerinin yabani tipteki hiicrelere benzer bigimde oldugu gozlendi (Sekil
I11.10a.). Bununla beraber, gdi3 ve gdil4’c ait hiicrelerin kontrol grubuna gore daha
kiigiik (Sekil ITL.10b.), gdill ve gdi12’ye ait hiicrelerin ise oldukga iri (Sekil I11.10c.)
olduklari saptand. gdi9 ve gdil0°da ise sekil bozukluklarnin ve yalanci hif benzeri
olusumlari sikhigimin oldukga yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 111.10d.).

Sekil IIL10. Yabani tipe gore hiicre morfolojilerinde farklilik gdsteren mutantlara ait
hiicrelerin mikroskop altinda goriiniimleri (a, yabani tip 972/ (kontrol); b, gdi3 ¢, gdill
d, gdi9 mutantlarr) (biiyiitme x400)
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I11.3.3. Resesiflik/dominanthk kontrolu

Glukoz baskilamasina kars dirence yol agan mutasyonun (ya da mutasyonlarin)
yabani tipteki allel(ler)e gore resesiflik/dominantlik durumunun saptanmasi amaciyla,
Boliim 11.10.6.°da aciklandigi sekilde, yabani tipteki alleller ile mutant alleller stabil
diploid hiicrelerde bir araya getirildi. Her bir mutant tip ile meiB102 soyu arasindaki
caprazlamalarin sonucunda rastgele segilen diploid koloniler 2-DOG igeren secici besi
ortamlarina aktarildilar. Negatif kontrol olarak glukoz baskilamasina duyarli olan yabani
tip, pozitif kontrol olarak da glukoz baskilamasina direngli olan mutant soylar
kullanildi. 3-5 giinliik inkiibasyon sonunda, biiyiik olasilikla magdala kirmizisi igeren
ortamdaki hatali se¢im sonucunda haploid mutant hiicrelerden olusan birkag koloninin
disinda, diploidlerde hig iireme olmadigi saptandi (Sekil IIL.11.). Buna gore glukoz
baskilamasina direngli invertaz mutantlarindaki mutant allellerin hepsinin yabani tipe
gore resesif zellikte oldugu belirlendi.

haploid

diploid

Sekil IIL.11. gdil-14 x meiB102 ¢aprazlamasiyla elde edilen diploidlerin a, segici YEA
ortaminda ; b, kontrol olarak YEA’daki iiremeleri (¢aprazlam En sonucunda her bir

mutant icin 20’ser adet farkli koloniden ekim yapilmistir). - IHSEEBEnrring KURULY
- RURULL

oK
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I11.3.4. Oksotrofi kontrolu

Glukoz baskilamasina direngli invertaz mutantlarinin ayrica biyosentez yollarina
iliskin baska mutasyon(lar) da tasiyip tagimadiklarinin ortaya ¢ikartilmasi amaciyla
prototrofluk  kontrolleri yapildi. Minimal besi ortamina aktartlan mutantlarin,
S. pombe’nin prototrof olan yabani tipteki hiicreleri ve bir lizin oksotrofu olan /ys7
mutanti ile Karstlagtirmali olarak tiremeleri izlendi. Sekil ITL.12.’deki fotografta da
gosterildigi gibi, mutantlarin MMA’da yabani tipe benzer sekilde iiredikleri gozlendi.
Buna gére, mutantlarin hepsinin prototrof 6zellikte olduklar: belirlendi.

Sekil ITI.12. Mutantlarin MMA’daki tireme durumlart

II1.3.5. Kantitatif invertaz aktiviteleri

2-DOG’un baskilayici konsantrasyonlarindaki sukrozu kullanma yeteneklerine
gore secilen mutantlarin, karbon kaynagi olarak glukoz igeren ortamdaki bu yetenekleri
agisindan davranislarinin incelenmesi amaglandi. Buna gére, mutantlarda baskilama
yapan (% 2) ve yapmayan (% 0.1) glukoz konsantrasyonlarindaki invertaz aktiviteleri
kantitatif olarak degerlendirildi. Béliim I1.7." de agiklandigi sekilde yapilan
Olgtimlerden elde edilen degerler Tablo IIL8.’de verildi. Tabloda verilen invertaz
aktivitesine ait % cinsinden baskilanma degerleri, baskilanmanin olmadigi kosuldaki
aktivite % 100 kabul edilerek hesaplandi. Ek olarak mutantlardaki % cinsinden invertaz
aktivitelerinin baskilanma degerlerine gore ¢izilen histogram Sekil 111.13.’de gosterildi.



Tablo LIL.8. Glukoz baskilamasina direngli invertaz mutantlarinda glukozun baskilayici
ve baskilama yapmayan konsantrasyonunda invertaz aktiviteleri

Invertaz Aktivitesi
ODgoo ODsy6 (UM glukoz/dak./300 pl
Mutantlar hiicre siispansiyonu) | Baskilanma
Glukoz | Glukoz | Glukoz | Glukoz | Glukoz | Glukoz (%)
(% 0] (%2) | (%o ] (%2 | o | (%2
gdil 0.455 10.445 0.358 0.133 5293 2.010 62.1
gdi2 0.426 10.520  ]0.286  |0.312 4.769 4.036 15.9
gdi 3 0.600 10.420 0.396 0.140 4.440 2.242 49.5
gdi 4 0.648 10.382  10.440 ]0.189  [4.567 3.627 20.6
gdi 5 0.440 10.494 0.291 0.082 4.479 1.169 73.9
2di 6 0.494 10.560 ]0.430 0.435 5.666 5.057 10.6
gdi7 0.538 ]0.371 0.620 0.215 7.502 3.772 49.7
gdi 8 0.506 [0.569 [0.400 0:355 5.146 4.004 22.3
gdi 9 0.366  [0.428 0.285 0.206 5.158 Sl 39.2
gdi 10 0.650 0.662 0.250 0.120 2.503 1.180 52.8
gdi 11 0.648 [0.538 [0.337 0.109 2.900 1.200 58.6
gdi 12 0.319 [0.345 ]0.328 0.233 6.070 3.980 344
di 13 0.304 [0.306 [0.352 0.220 7.051 4.145 41.2
gdi 14 0.265 [0.289 [0.233 0.194 5.053 3.942 21.9
Kontrol [0.608 [0.604 [0.295 0.025 2.700 0.240 91.1
(yabani soy) )
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Sekil III.13. Mutantlardaki invertaz aktivitelerinin glukoz tarafindan baskilanma
dereceleri ve mutantlarin bu 6lgiite gore gruplandiriimasi
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Ozellikle Sekil IIL13.’de verilen histogramdaki verilerin degerlendirilmesi
sonucunda mutantlarin, glukoz baskilamasina karsi invertaz diizeyinde verdikleri
yanitlara gore 3 fenotipik grup altinda toplanabilecegi sonucuna varildi. Baskilamanin
olmadigi kosuldaki invertaz aktivitesi % 100 kabul edilerek, baskilayict
konsantrasyonda invertaz aktivitesinin % 0-25 arasinda baskilandigi mutantlar 1. grup,
9% 25-50 arasinda baskilananlar II. grup ve % 50-75 arasinda baskilananlar III. grup
olarak belirlendi (Tablo IIL9.).

Tablo TIL9. Mutantlarin glukoz baskilamasina direng  6zelliklerine  gore
gruplandiriimasi

Grup |Mutantlar (gdi) | Baskilanma oram (%)
[ 2,4,6.8,14 0-25
1l 3,7,9,12,18 25-50
111 1,5,10,11 50-75

Kontrol | Yabani tip (972h) 90

111.3.6. Ureme ozellikleri

Glukoz baskilamasina direncli mutantlarin 3 fenotipik grubundan birer 6rnek segilerek
( I. gruptan gdi6, 11. gruptan gdi12 ve IIl. gruptan gdi5 ) hiicrelerin, zengin (YEL) ve
glukoz yerine % 1 sukroz igeren minimal (MML) ortamlardaki zamana bagl iiremeleri
yabani tipteki S. pombe ile Karsilastirmali olarak izlendi. Deneyler Boliim ILS5.’de
agiklandigi sekilde yapildi; elde edilen 6lgiim degerleri Tablo I11.10. ve 11°de verildi.
Bu sayisal degerlerden yararlanilarak gizilen grafikler Sekil IIL.14. ve 15°da gosterildi.
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Tablo II1.10. Mutantlardan segilen orneklerde (gdi5, 6vel2) ve yabani tipte (972h)
YEL’'deki zamana bagli iiremenin izlenmesi

hiicre/ml
zaman (saat) gdi 12 gdi 5 2di 6 972"

0 0.7x10° 0.6x10° 0.7x10° 1.0x10°
2 0.7x10° 0.6x10° 0.7x10° 1.0x10°
4 0.8x10° 0.7x10° 0.8x10° 1.0x10°
6 1.0x10° 1.0x10° 1.0x10° 1.4x10°
3 1.6x10° 1.2x10° 1.3x10° 4.0x10°
10 2.3x10° 1.6x10° 1.6x10° 7.0x10°
12 3.6x10° 2.4x10° 2.3x10° 1.7x10

14 5.0x10° 3.8x10° 2.9x10° 3.2x10

16 6.2x10° 5.3x10° 3.7x10° 5.4x10

18 8.6x10° 8.4x10° 4.8x10° 8.3x107
20 1.0x10’ 1.1x107 5.9x10° 1.1x10°
2 1.5x10’ 1.7x10’ 7.0x10° 1.4x10°
24 2.6x107 2.4x107 1.0x107 1.6x10°
5% 3.9x107 3.9x107 1.9x107 1.6x10°
28 5.2x107 5.7x10’ 3.2x10 1.6x10°
30 6.3x10° 7.5x107 5.1x107 1.6x10°
32 6.9x10° 9.0x107 6.7x107 1.6x10°
34 7.1x10° 9.0x10 7.0x10 1.6x10°
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Sekil II1.14. Mutantlarin ii¢ grubundan segilen érneklerin (gdi5,6 ve 12) YEL besi
ortamindaki tiremelerinin yabani tiple (972/) karsilagtirilmasi



Tablo IIL11. Mutantlardan segilen drneklerde (gdi5,6vel2) ve yabani tipte (972h) %
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1 sukroz igeren MML'deki zamana bagl iiremenin izlenmesi

hiicre/ml
zaman (saat) gdil2 gdis gdi 6 972h
0 1.0x10° 1.0x10° 0.8x10° 1.2x10°
2 1.0x10° 1.0x10° 0.8x10° 1.2x10°
4 1.0x10° 1.0x10° 0.8x10° 1.2x10°
6 1.0x10° 1.0x10° 0.8x10° 1.5x10°
8 1.0x10° 1.3x10° 0.9x10° 1.8x10°
10 1.0x10° 1.9x10° 1.0x10° 2.4x10°
12 1.1x10° 2.3x10° 1.1x10° 3.6x10°
14 1.2x10° 2.7x10° 1.2x10° 5.2x10°
16 1.3x10° 3.9x10° 1.4x10° 7.2x10°
18 1.5x10° 5.5x10° 2.3x10° 2.3x107
20 1.7x10° 1.3x107 2.7x10° 5.1x107
22 2.2x10° 2.2x10’ 3.8x10° 6.7x10’
24 2.4x10° 5.0x107 5.4x10° 8.5x10’
26 2.5x10° 6.5x10’ 7.0x10° 9.1x10’
28 2.7x10° 8.0x10’ 1.5x107 9.2x10’
30 3.2x10° 8.1x10’ 3.0x107 9.2x10
32 4.1x10° 8.3x10 5.2x107 9.2x10’
34 5.9x10° 8.4x107 7.6x107 9.2x10’
36 9.0x10° 8.5x107 7.9x107 9.2x10
38 1.6x107 8.5x107 8.0x10 9.2x10
40 2.2x107 8.5x107 8.1x107 9.2x107
42 2.9x107 8.5x10 8.1x107 9.2x107
44 3.2x107 8.5x107 8.1x107 9.2x107
46 3.4x10 8.5x10 8.1x107 9.2x10
48 3.4x107 8.5x10 8.1x107 9.2x10
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Sekil II1.15. Mutantlarin ii¢ grubundan segilen &rneklerin (gdi5.6 ve 12) sukroz (%1)
iceren MML besi ortamindaki iiremelerinin yabani tiple (972/4') karsilagtirilmasi

Belirlenen 3 fenotipik gruptan secilen 6rneklere ait hiicrelerin karbon kaynag:
olarak glukoz bulunan zengin ortamda (YEL) yabani tipe gore daha yavas tiredikleri
fakat tireme profilleri bakimindan mutantlar arasinda onemli bir farklilik olmadig
g6zlendi. Buna karsilik, mutantlarin sukroz igeren minimal ortamdaki (MML) treme
profilleri karsilagtirildiginda bunlarin kendi aralarinda ve yabani tipe gore farkliliklar
eosterdigi saptandi. Mutant hiicre kiiltiirlerinin hepsi yabani tipe (9724°) gore daha
yavas lirerken gdi5’in (1II. grup) logaritmik evrenin sonuna gdi6 (1. grup) ve gdil2 (II.
grup)’den daha kisa siirede ulastigr gozlendi.

I11.3.7. Glukoz baskilamasina kars: direngte pleiotropi kontrolu

Mutantlardaki invertaz sentezi agisindan glukoz baskilamasina direnglilik
dzelliginin katabolit represyona iliskin genel bir yanit mi oldugu yoksa ozel olarak
invertaz enzimini sifreleyen gen(ler)in anlatiminin diizenlenmesine iligkin bir stireci mi
kapsadiginin aydinlatilabilmesi amaciyla mutantlardaki diren¢ 6zelligi, sentezi katabolit
represyonla diizenlenen bir enzim olan maltaz agisindan da degerlendirildi. Bu amagla
mutantlarin, Béliim 11.9.3.2."de agiklandigi sekilde yapilan denemelerde, 250, 500, 750
ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda 2-DOG ile karbon kaynag olarak maltoz (% 3)
iceren kati zengin besi ortamindaki (YEA) iremeleri 1 hafta boyunca izlendi
(Tablo IIL.12. ve Sekil 111.16.). Kontrol besi ortami olarak % 3 maltoz igeren (ve
2-DOG igermeyen) YEA kullanildi.
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Kontrol olarak kullanilan 2-DOG igermeyen besi ortaminda yapilan gozlemlerde
mutantlarin tiimiintin karbon kaynagi olarak maltozu kullanabildigi ve bazilar (gdi3,
gdi5-8 , gdi9-10 ve gdil4) biraz daha yavas olmakla birlikte 5. giiniin sonunda hepsinin
yabani tipe benzer sekilde iireyebildikleri izlendi. Cesitli konsantrasyonlarda 2-DOG
iceren ortamlarda ise mutantlarin glukoz baskilamasina karst gosterdikleri direng
derecelerinin farkli oldugu belirlendi. Glukoz baskilamasina karsi maltoz kullanma
yetenekleri agisindan gosterdikleri direng Slgiit alindiginda 6zellikle 4 mutantin
(gdi11-14) en direngli grubu olusturdugu gozlendi. Bu mutantlarin 1000 pg/ml 2-DOG
iceren ortamda bile iireyebildikleri saptandi. Buna karsilik, gdi6 ve gdil0’un en duyarh
grupta yer aldigi gozlendi. gdi6’nin 250 pg/ml, gdil0’un ise 500 pg/ml  2-DOG
konsantrasyonlarindan itibaren iireyemedikleri belirlendi. Kontrol ve 2-DOG’lu
ortamlarda 5. giinden sonra hiicrelerin iireme durumlarinda bir degisiklik saptanmadi.
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IV. TARTISMA VE SONUC

Karbon kaynaklarinin kullanimina iliskin genel diizenleme mekanizmasi olan
katabolit represyon, yalnizca glukoz konsantrasyonlarindaki degisimlere bagl olarak
alternatif karbon kaynaklarinin  kullanimiyla iliskili bazi genlerin  anlatiminin
baskilanmasinda is gormekle kalmayip ayni zamanda glukoneogenez ve solunum gibi
siireglerle ilgili diger birgok genin anlatiminin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir
[38,48]. Bu agidan bu kontrol mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik caligmalar,
hiicre  metabolizmasindaki  temel  siireglerle ilgili  genlerin  anlatimlarinin
diizenlenmesinde rol oynayan mekanizma ve bilesenlerin anlasiimasinda dnemli katkilar
saglamaktadir. Bu baglamda, gesitli karbon kaynaklarinin kullaniminda is gdren ve
sentezleri katabolit represyonla kontrol edilen enzimlerin (invertaz, maltaz, f-
galaktozidaz vb.) aktivitelerinin  gesitli biyokimyasal ~yontemlerle kolaylikla
izlenebilmesi bu siireglerle ilgili diizenlenme mekanizmalarinin aydinlatilmasina
yonelik calismalarda onemli iistiinlikler saglamaktadir. Hiicrelerin temel enerji
kaynagini olusturmalarinin yani sira vapisal ve diizenleyici islevler de iistlenebilen
sekerler tiim mayalar igin en iyi karbon kaynaklaridir. S. cerevisiae’de sekerlerin
kullaniminda rol oynayan diizenleyici genler ve proteinler hakkinda oldukga fazla bilgi
bulunmaktadir. Diger mayalarda da bu siirece iliskin diizenlenmedeki genel yolun
benzer sekilde oldugu; bununla beraber, farkl tiirler arasinda bu yolda is goren
bilesenler agisindan biyokimyasal ve genetik farkhiliklarin da bulundugu sanilmaktadir

[18].

Bu arastirmada, S. pombe’de heniiz fazla bilginin bulunmadigi glukoz
baskilamasiyla ilgili olarak, sentezi katabolit represyonla kontrol edilen invertaz
enzimini sifreleyen gen(ler)in anlatiminin diizenlenmesine yonelik &n bilgiler saglamay1
amaglayan galismalar yapildi. Genelde, metabolik yollarla ilgili genlerin ve bunlarin
anlatimlarinin diizenlenme mekanizmalarinin aydinlatiimasinda mutantlardan genis
capta yararlanildig1 igin, bu galismanin da snemli kismi katabolit represyona direngli
invertaz mutantlarinda gerceklestirildi. On calismalarda, yabani tipteki S. pombe
hiicrelerinde glukozun % 0,1’lik konsantrasyonunun invertaz enzimi sentezini
baskilamadig1 saptandi. Glukoz konsantrasyonundaki artigla birlikte baskilamanin
basladigi ve %2’lik konsantrasyonda invertaz aktivitesinin tamamen baskilandigi ancak
cok diisitk diizeyde aktivitenin devam ettigi (bazal aktivite) belirlendi. Bu bulgular,
bazal aktivitenin devamliigi ve  baskilamanin olmadigi glukoz konsantrasyonu
agisindan, S. pombe’de bu konuda ilk yapilan calismadaki [32] sonuglarla uygunluk
gostermektedir. Bununla birlikte, Mitchison & Creanor (1969) calismalarinda tam
baskilanmanin gergeklestigi kosul olarak glukoz konsantrasyonunu % 1 olarak
belirlemislerdir[32]. Bu mayada yapilan daha sonraki ¢alismalarda ise, baskilayici
kosul olarak gogunlukla % 2 veya daha yiiksek glukoz konsantrasyonlarinin kullanildigi
belirtilmektedir [35].



Endiistriyel uygulamalardaki ~fermentasyon siireglerinde verimin artirilmasi
acisindan yabani tipteki hiicrelere gore ok daha yiiksek diizeyde enzim aktivitesi
gosteren ve katabolit represyona direngli olan maya soylari 6nem tagimaktadir. Bu tip
endiistriyel soylarin ise genellikle poliploid hiicrelerden olustugu bilinmektedir [49].
S. pombe’de de gen dozajinin invertaz sentezi ve glukoz baskilamasi iizerinde etkili
olup olmadiginin anlasilmasi amaciyla, diploid ve haploid soylarda kargilagtirmali
olarak invertaz aktiviteleri tayin edildi. Diploidlerde baskilamanin olmadig:
kosullardaki, invertaz aktivitesinin haploidlere oranla yaklasik 1,5 kat daha fazla
oldugu belirlendi. Bu konuya iliskin S. pombe’de daha 6nce yapilmis olan bir ¢alisma
bulunmamakla birlikte S. cerevisiae’de endiistriyel amagli gelistirilmis olan poliploid
soylarda [49] ve g¢ok kopyali vektorlerle SUC genlerinin aktariimig oldugu
transformantlarda [17] artan kopya sayist ile birlikte invertaz aktivitesinin yiikseldigi
gosterilmistir. Ayrica, Pichia anomala’da invertaz sentezinden sorumlu olan INVI
geninin S. cerevisiae’de heterolog anlatiminin gergeklestigi ve genin kopya sayisindaki
artisla birlikte konak hiicredeki invertaz sentezinin de arttigi belirtilmistir [20]. Diploid
ve haploid soylar arasinda invertaz sentezi agisindan glukoz baskilamasina verilen
yanitin ise farkli olmadigi saptandi. Buna Karsilik S. cerevisiae’de, SUC4 genine ait
promotor bslgelerinin gok sayida kopyasinin bulundugu durumlarda baskilayict glukoz
konsantrasyonlarinda bile invertaz enzimi sentezinin devam ettigi gézlenmistir [50].
Calismamizda yitksek bir ploidiye sahip soy kullanilmamakla birlikte, iki maya tiirti
arasinda (invertaz sentezi agisindan) katabolit represyona verilen yanitta, genlerin kopya
sayilarinin etkisi bakimindan farklilik olabilecegi diisiiniilmektedir.

EMS uygulamasiyla gergeklestirilen mutagenez sonucunda, taranan yaklasik
5,3x10° hiicreden, glukoz baskilamasina direngli 14 adet Konstitiitif invertaz mutant
(gdil-14) elde edildi. Buna gore cahismada glukoz baskxlamasma direngli invertaz
mutantlarinin ortaya ¢gikma sikhgmin yaklagik 2, 5x107 oldugu hesaplandi. Mutantlarin
seleksiyonu, katabolit represyona direngli soylarin segiminde siklikla kullanilan [2] bir
glukoz analogu olan 2-DOG ile yapildi. Daha 6nce S. cerevisiae ile yapilan ¢alismalarda
EMS uyoulama51 sonucunda 2-DOG’a direngli olan mutantlarin olusma snl\llomm
yaklagik 6x107 [37], kendiliginden ortaya ¢ikma sikhigimin ise yaklasik 3x10° oldugu
[17] bildirilmektedir.

S. pombe’de glukoz baskilamasinin  aydinlatilmasina yonelik  yapilan
arastirmalar kapsaminda bu konunun incelenmeye baslanmasindan itibaren glukoz
baskilamasina Karsi pleiotropik direng zelligi gdsteren gesitli mutantlar elde edilmistir
[29]. Daha ayrintili galismalarda ise 6zellikle glukozun hiicre igine alinmasinda kusurlu
olan mutant soylar izole edilmis ve bu mutantlarin glukozu hiicreye alamamasina
(ve/veya tagiyamamasina) bagli olarak glukoz igeren ortamlarda tireyemedikleri
belirtilmistir [14,51]. Genellikle pleiotropik ozellikler gosteren bu mutantlarin ayni
zamanda sukrozu da kullanamadiklari bildirilmistir. Ayrica, Tanaka ve ark. (1998) [35],
bu mayada (glukoz baskilamasinin meydana gelmesinde rol oynayan S. cerevisiae’deki
Migl ve Aspergillus nidulans’daki CREA’ nin homologu olarak tanimladiklarr) Serl
geninin  delesyonunun invertaz enziminin Konstitiitif ~sentezine yol agtigini
uoslerm1$lerd1r Katabolit represyonda baskilayici bir proteini sifreledigi anlasilan bu
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genin varh@ disinda, S. pombe’de 6zel olarak invertaz sentezinin diizenlenmesine
iliskin hemen hig veri bulunmamaktadir.

Bu arastirmada, daha onceki ¢alismalardan farkh olarak, 6zgiil olarak invertaz
sentezi agisindan glukoz baskilamasina direngli olan (pleiotropik ozellikte olmayan)
konstitiitif mutantlarin elde edilmesi hedeflendi. Bu amagla elde edilen mutantlarin,
pleiotrop olup olmadiklarini belirleyecek ve &zgiil olarak konstitiitif invertaz mutantlan
olduklari saptananlarda da bu enzimi sifreleyen gen(ler)in diizenlenmesinde rol oynayan
mekanizmalarin aydinlatilmasina y6nelik temel bazi 6n bilgileri ortaya koyacak
analizler gerceklestirildi. Mutantlarin resesiflik/dominantlik kontrolunda, mutant ve
yabani tipteki allellerin bir araya getirildigi stabil diploidlerin (gdil-14/meiB102)
higbirinin 2-DOG igeren segici besi ortaminda iiremedigi gozlendi. Buna gére, invertazi
sifreleyen gen(ler)in anlatiminda katabolit represyona karsi dirence yol agan
mutasyonun (ya da mutasyonlarin) yabani tipe gore resesif oldugu anlasildi. Daha
Onceden S. cerevisiae’de yapilan benzer galigmalarda elde edilen mutantlarda da glukoz
baskilamasina dirence yol agan mutant allellerin genellikle resesif &zellikte oldugu
belirtilmektedir [37,52] .

Caliymamizda elde edilen gdi mutantlarinin ek olarak biyosentez yollarina
iliskin mutasyonlar da tasiyip tasimadiklarinin saptanmasi amaciyla minimal ortamdaki
ireme yetenekleri gozlendiginde tiimiiniin prototrof &zellikte oldugu belirlendi.
Mutantlarin, karbon kaynagi olarak % 1 konsantrasyonda glukoz igeren minimal
ortamda, yabani tipe benzer sekilde iireyebilmeleri bunlarin daha 6nce S. pombe’de
2-DOG seleksiyon teknigi ile izole edilen ve glukozu hiicre i¢ine tasiyamayan (“glucose
transport deficient™) mutantlardan farkli olduklarini géstermektedir. Glukoz tagima
kusurlu olan mutantlar, karbon kaynagi olarak glukoz igeren minimal ortamda yabani
tipe gore ya ¢ok zayif lireme gostermekte [14] ya da hig iireyememektedirler [51]. Bu
veriler, gdi mutantlarinda glukoz taginmasi ile ilgili 6nemli kusurlarin bulunmamasi ve
buna bagh olarak diisiik diizeylerde de olsa tasinmanin gergeklesmesi olasiligin
giiglendirmektedir. Bununla beraber, segilen 3 mutantin zengin sivi ortamda yabani tipe
gore daha yavas liremeleri nedeniyle logaritmik evrenin sonuna ge¢ ulasmalari, en
azindan bu temsilcilerin glukozu kullanma yeteneklerinin kisith oldugunu (Srnegin
glukoz aliniminin biraz daha diisiik diizeylerde meydana geldigi) diisiindiirebilir. Benzer
sekilde Ozcan & Johnston (1999) [14], glukoz tasima kusurlu mutantlarin bazilarinda
ortamdan glukoz alimiminin ¢ok diisiik diizeylerde olabildigini belirtmislerdir.
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gdi mutantlarinin hepsinin resesif allelleri tagimalarina ve prototrof olmalarina
karsilik, analiz edilen diger bazi &zellikleri bakimindan gesitlilik gdsterdikleri
belirlendi.Istk mikroskobuyla yapilan gozlemlerde, hiicre morfolojileri bakimindan
mutantlarin biiytik gogunlugundaki hiicrelerin yabani tiptekilere benzemekle birlikte
bazi mutantlara ait hiicrelerin yabani tipe gére farkli morfolojilerde olduklari saptandi.
Ozellikle gdi9 ve gdil0 mutantlarinda sekil bozukluklarinin ve yalanci hif benzeri yap
olusumu sikhginin oldukga yiiksek oldugu belirlendi. Bailey & Woodword (1984)’ iin
[37] S. cerevisiae’de yaptiklari bir galismada elde ettikleri glukoz baskilamasina direngli
olan bir mutant soyda da uzamig ve kivrilmig “sosise benzer” hiicre morfolojisinin
goriildiigii belirtilmektedir. Ayrica S. cerevisiae’de, glukoz baskilamasinda da is goren
cAMP’nin, protein kinazlarla birlikte morfogenetik degisim siireglerinde de rol
oynayabildigi saptanmistir [53]. Gancedo (2001) S. pombe’de de belli stres kosullart
altinda yalanci hif benzeri olusumlarin goriilebildigini bildirmekle birlikte bu mayada
meydana gelen bu morfolojik degisimlerin olusum mekanizmas: hakkinda ¢ok az veri
bulunmaktadir. Sadece, hiicre digindan alinan fizyolojik sinyallerin hedef noktalara
iletilmesinde ve yamit olusturulmasinda rol oynayan MAP kinazlarla (mitojenlerle
aktiflestirilen protein Kinazlar) ilgili kusurlarin hiicre morfolojisi anormalliklerinden
sorumlu olabildigi gosterilmistir [53,54]. Bu agidan gesitli sinyallerin olusturulmasinda
dnemli bir asama olan glukozun algilanmasiyla ilgili kusurlarin hiicre morfolojilerini de
etkilemesi beklenir. Buna gore hiicre morfolojileri agisindan farkhiliklar gosteren gdi
mutantlarindaki mutasyonlarin, ilk asamalardaki sinyallerin olusturulmasi ve iletimiyle
ilgili stirecleri kapsayabilecegi diisiiniilebilir.

gdi mutantlarimin glukoz baskilamasina verdikleri yanit agisindan farkliliklar
gosterdikleri saptandi. Buradan gidilerek, mutantlar direng derecelerine gore 3 grup
altinda toplandi (Béliim IIL5.). Bu gruplardan segilen drneklerin (gdi3, gdi6 ve gdil2),
farkli fizyolojik 6zellikler gosterebilecekleri diisiiniilerek, zengin sivi besi ortamindaki
tireme profilleri izlendiginde mutantlarin {igiiniin de iireme egrilerinin birbirine
benzedigi bununla birlikte, yabani tipe gore iiremelerinin daha yavas oldugu gozlendi.
Elde edilen bulgular dogrultusunda, kati minimal ortamdaki normal iireme durumlari da
dikkate alindiginda, mutantlarda glukoz alimiyla ilgili nemli bir kusur olmadig: ancak,
glukozun hiicre igine alinmasi hizinin mutantlarda yabani tipe gore daha yavas
olabilecegi diisiiniildii. Bu konuya iligkin daha kesin sonuglarin ortaya koyulabilmesi
icin gdi mutantlarindaki glukoz tiiketiminin kantitatif olarak degerlendirilmesi
gerekmektedir.

Mutant gruplari arasinda zengin besi ortamindaki iireme profilleri bakimindan
onemli bir fark goriilmemesine karsilik sukroz igeren minimal besi ortaminda
mutantlarin iireme ozelliklerinin kendi aralarinda degiskenlik gosterdigi saptandi
(Boliim 1I11.3.6.). Thevelein (1995) [55] pleiotropik fenotipe sahip olan maya
mutantlarinin glukoz, fruktoz veya sukroz gibi karbon kaynaklarini igeren besi
ortamlarinda iireyemediklerini belirtmektedir. Bu agidan, gdi mutantlarinin karbon
kaynag olarak sukroz veya glukozun bulundugu ortamlarda oldukga iyi iireyebilmeleri
karbon kaynaklarinin kullanimindaki genel bir diizenlemeden gok 6zgiil olarak invertaz
enzimi sentezinin diizenlenmesine iligkin mutasyonlarin meydana gelmesi olasihginin
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yiiksek oldugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle sukrozun kullanimi agisindan gozlenen
farklilk bu mutantlarin dzgiil olarak invertaz sentezinin diizenlenmesine iligkin
mutasyonlari tagima olasihigini giiglendirmektedir.

Ozgiil olarak invertaz sentezi agisindan katabolit represyona direngli Konstitiitif
mutantlarin elde edilmesinin hedeflendigi bu ¢alismada, seleksiyon 2-DOG"a direnglilik
olgiitii temel alinarak yapildigi igin mutantlarin katabolit represyona direngleri
bakimindan pleiotropik fenotipte olma olasiliklari g6z 6niinde bulunduruldu. Bu
baglamda, gdi mutantlari katabolit represyonla kontrol edilen diger bir enzim olan
maltaz agisindan da degerlendirildi. Baskilamanin olmadigi kosullarda tim gdi
mutantlarinin maltozu etkin bir sekilde kullanabildigi buna karsihk 2-DOG'un artan
konsantrasyonlarinda (baskilayict kosullarda), sukrozun kullaniminda oldugu gibi,
maltoz kullanimi bakimindan da glukoz baskilamasina verdikleri yanitlarin  farkh
oldugu gozlendi. Ayrica, maltoz ve sukrozun kullanimindaki katabolit represyona direng
derecelerinin paralellik gostermedigi, bu 6zelliklerin birbirinden bagimsiz olarak farkl
mutantlarda ortaya ¢iktigi belirlendi. Bu bulgular, gdi mutantlarindaki katabolit
represyona  direng  ozelliginin  pleiotropik  etkili  olmamasi olasihgini
kuvvetlendirmektedir. Diger taraftan, maltaz ve invertaz agisindan daha saglikh
degerlendirmenin yapilabilmesi agisindan tiim mutantlardaki maltaz aktivitelerinin
(baskilamanin oldugu ve olmadigi kosullarda) kantitatif olarak tayin edilmesi yarar
saglayacaktir. Ayrica, pleiotropik direng ¢zelligine sahip mutantlarin genellikle glikojen
sentaz ile ilgili diizenlenme siireglerinde de degisiklikler oldugu belirtilmektedir [55].
Bu agidan, gdi mutantlarindaki glikojen diizeylerinin karsilastirilmasi da bu mutantlarin
analizinde katkilar saglayabilir.

gdi mutantlarinin galismada arastirilan cesitli fenotipik ozellikleri agisindan
aralarinda bazi farkliliklar olmasi, invertazi sifreleyen gen(ler)in anlatim(lar)inin
diizenlenmesinde rol oynayan diizenleyici genlerde birden fazla mutasyonun meydana
geldigi diisiincesini ortaya gikarmaktadir. Bu ynden, mutantlara ait komplementasyon
gruplarinin belirlenmesi bu noktaya genetik agidan daha net agiklamalar getirecektir.

Sonug olarak, ¢alismada elde edilen gdi mutantlarinda gergeklestirilen bazi
analizlerden elde edilen bulgular, mayalarda katabolit represyonla kontrol edilen farkh
karbon  kaynaklarmin  kullanilmasi  siireglerinde  rol ~ oynayan  diizenlenme
mekanizmalarinin farkli yollardan olustuguna iligkin goriis ve bilgilerle uyusmaktadir.
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