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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

Schizosaccharomyces pombe’DE GLUKOZ METABOLIZMASININ
BiYOINFORMATIK VE TRANSKRIPTOMIK ANALIZi

Medet TAN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Semian KARAER UZUNER

Glukoz ¢ogu organizmada tercih edilen bir karbon kaynagi olarak kullanilmasinin yan
sira, cesitli metabolik aktivitelerin, bdoliinme ve biliylime gibi farkli siireglerin
diizenlenmesinde rol oynar. Mayalarda sekerler ile farkli yap1 ve isleve sahip uyari
molekiillerinin algilanmas1 ve uygun sinyal iletiminin olusturulmasi, genel olarak
heterotrimerik G-proteini ile G proteinine bagl hiicre yiizey reseptorlerinden olusan bir
sistem araciligiyla yapilir. Glukozun algilanmasiyla birlikte cAMP/Protein kinaz A
(cAMP/PKA) sinyal iletim yolu aktif hale gecer. Daha sonra, glukozun hiicre igine
alinmasi1 hiicre membraninda bulunan heksoz tasiyict proteinler araciligiyla
yapilmaktadir. Sitoplazmada glukoz, karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilmak tizere
hekzokinazlar tarafindan fosforile edilerek glikolize yonlendirilir.

Glukozun algilanmasi ve sinyal iletimi ile ilgili yolaklar Saccharomyces cerevisiae’da
ayrintilt bir sekilde ortaya c¢ikarilmistir. Ancak Schizosaccharomyces pombe’de bu
yolaklara iliskin ayrintili bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile S. cerevisiae’da heksoz
transportunu diizenleyen RGT! transkripsiyon faktorii geninden yola ¢ikarak S.
pombe’de glukoz algilanmasi ve glukoz sinyaliyle ilgili yolaklarin biyoinformatik
yaklagimlarla arastirilmasi, benzerlik ve farkliliklarin agiga ¢ikarilmasi, gercek zamanl
PCR teknigiyle bu genin S. pombe’deki gen anlatim profillerinin incelenmesi
amaglanmstir.
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S. cerevisiae RGT1 ve S. pombe ortologu SPCC320.03 tahmini transkripsiyon faktorii
tizerinde yapilan biyoinformatik g¢alismalar ile, bu iki genin dizi benzerligi yaninda,
fonksiyonel ortolog olabileceklerine dair bulgular elde edildi. Once RGT1 ile S. pombe
SPCC320.03 proteinlerinin BLAST analizi yapildi. RGT1’in DNA baglayan domeni
(46-76 amino asitleri) dahil protein dizisinin tamammin SPCC320.03’de oldukca
korunmus oldugu saptandi. SPCC320.03 proteininin GO (“Gene Ontology’’) anotasyonu
ve domen tahmini analizinde SPCC320.03’ilin transkripsiyon faktorii olduguna dair
bulgular desteklendi.

Elde edilen biyoinformatik bulgular1 desteklemek tizere SPCC320.03’iin, S. pombe
heksoz transporter genleri (GHT) iizerindeki etkisi, ger¢ek zamanli PCR ile incelendi. S.
pombe SPCC320.03 geninin delesyonunun, GHT! ve GHT2 derepresyonunda artisa,
GHT3 ve GHT4 derepseyonunda ise diismeye sebep oldugu gosterildi. S. pombe
SPCC320.03’{n S. cerevisiae RGT1’in fonksiyonel ortologu oldugu ve GHTI, GHT2,
GHT3 ve GHT4 heksoz transporter genlerinin anlatimlarini glukoz varligma bagl
olarak diizenledigi sonucuna varildi.

Aralik 2018, 62 sayfa.

Anahtar kelimeler: Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae, Glukoz
metobolizmasi, Biyoinformatik, Transkriptomik, RGT1, SPCC320.03, GHT, HXT
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

BIOINFORMATICS AND TRANSCRIPTOMIC ANALYSIS OF GLUCOSE
METABOLISM IN Schizosaccharomyces pombe

Medet TAN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Asst. Prof. Semian KARAER UZUNER

Glucose as well as being a preferred carbon source in most organisms, is also involved
in the regulation of various metabolic activities and different processes such as growth
and cell division. In yeasts, detection of sugars and stimulant molecules with diverse
structures and functions, and subsequent signal transduction are done through a system
consisting of heterotrimeric G-protein and G protein-coupled cell surface receptors. As
glucose is detected, cAMP / protein kinase A (cAMP / PKA) signal transduction
pathway is activated. Then, glucose is transported into cell by hexose transporters
located in cell membrane and is phosphorylated by hexokinases in cytoplasm and is
directed to glycolysis for use as a carbon and energy source.

Although glucose sensing and signaling pathways are revealed in detail in
Saccharomyces cerevisiae, there is no detailed data on these pathways in
Schizosaccharomyces pombe. With this study, we aimed to investigate glucose sensing
and glucose signaling pathways in S. pombe using bioinformatics approaches, with the
help of RGTI transcription factor gene, the regulator of hexose transporters in S.
cerevisiae, and to reveal homologies, differences, and to analyze gene expression
profiles of this gene in S. pombe with real time PCR technique.

By performing bioinformatics studies on S. cerevisiae RGT1 and its S. pombe
orthologue, a putative transcription factor SPCC320.03, we obtained findings that these
two genes as well as having sequence similarity might be functional orthologs. BLAST
analysis of RGT1 and SPCC320.03 proteins were performed first. The entire protein



sequence including the DNA binding domain of RGT1 (amino acids 46-76) was found
to be highly conserved in SPCC320.03. The findings of GO (Gene Ontology) anotation
and domain prediction analysis of SPCC320.03 protein, supported the findings that
SPCC320.03 is a transcription factor.

The effect of SPCC320.03 on S. pombe hexose transporter genes (GHT) was
investigated by real-time PCR to support the bioinformatics findings obtained. Deletion
of SPCC320.03 gene in S. pombe, was shown to cause increased derepression of GHT!
and GHT?2; and reduced level of derepression of GHT3 and GHTH4. It is concluded that
S. pombe SPCC320.03 is a functional ortholog of S. cerevisiae RGT1, and regulates
expression of GHT1, GHT2, GHT3 and GHT4 hexose transporter genes in response to
glucose.

December 2018, 62 pages.

Keywords: Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae, Glucose
metobolism, Bioinformatics, Transcriptomics, RGT1, SPCC320.03, SP292, GHT, HXT
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1. GIRIS

Glukoz C¢H1206 molekiiler formiillli, 6 karbon atomu, 12 hidrojen atomu ve 6 oksijen
atomundan olusan basit bir sekerdir. Bilesik bir seker olmadigi i¢in glukoz bir
monosakkarittir ve 6 karbon igermesi sebebi ile bir monosakkarit alt grubu olan
heksozlar altinda siniflandirilir. Aldehit grubu (—CHO) bulundurdugu i¢in aldoheksoz

olarak da tanimlanir.

Glukoz D-izomeri dekstroz olarak da adlandirilir; D-glukoz hemen hemen tiim
canlilarda en temel enerji ve karbon kaynagiyken, L-glukoz heksokinazlar tarafindan
fosforlanamadigindan bazi bakteriler hari¢ enerji kaynagi olarak kullanilamaz (Ken-Ichi
ve Anthony, 1979). Glukozun en ¢ok kullanilan heksoz olmasinin sebeplerinden biri,
kararli bir siklik yapiya sahip olmasi, dolayist ile proteinlerin amin gruplarina
“nonspesifik” bag (glikasyon ya da nonenzimatik glikozilasyon) yapma ihtimalinin

diger aldoheksozlara gore daha diisiik olmasidir (Bunn ve Higgins, 1981).

Insanda glukoz transporterler (“glucose transporter”) iki aileye ayrilir: Na'-glukoz
simporterler (“symporter”) veya kotransporterler (“cotransporter”) olarak tanimlanan
SGLT’ler ve kolaylastirilmis difiizyon saglayan transporterler (GLUT lar). SGLT’ler
ince bagirsak ve bobreklerde 6zellesmis epitel hiicrelerde bulunur ve aktif tagima ile
glukozun hiicre i¢ine alinmasini saglarlar. Na*-K* ATPaz (sodyum potasyum pompasi)
aktivitesi sonucu, hiicre i¢inde Na® konsantrasyonu bagirsak ve bobrek liimeninden
disiik tutulur. SGLT’ler Na* taginmasi ile glukoz tasinmasini eslestirerek glukozu

yiiksek verimlilikle hiicre i¢ine tasir (Scheepers ve dig., 2003).

Cogu dokuda bulunan, kolaylagtirllmis difiizyon ile glukoz taginmasini saglayan
GLUT’lar ise enerji gerektirmeden glukozu iki yonlii tastyabilir. insanda SGLT
ailesinden 12, GLUT ailesinden 14 gen vardir (Zhao ve Keating, 2007).



Mayalarda hiicre disindaki glukoz konsantrasyonu, glukoz sensorlerinin baslattig1 sinyal
ile hiicre i¢ine glukoz alimini saglayan glukoz transporter genlerinin anlatimini indiikler
ya da baskilar. S. cerevisiae’da 20 kadar gen glukoz transporter benzeri protein kodlar
(Boles ve Hollenberg, 1997). HXTI-17 heksoz transporter genleridir; GAL2 aym
zamanda glukozda tasiyabilen bir galaktoz transporter kodlar; SNF3 ve RGT2 heksoz
transporterlere homolog glukoz sensorlerini kodlar. S. pombe’de S. cerevisiae ile
homolog 8 heksoz transporter vardir (GHTI-8); S. pombe glukoz sensorii GIT3 ise S.

cerevisiae glukoz sensorleri ile homoloji gostermez.

GHTI1, GHT2, GHT5 ve GHT6 genlerinin glukoz transport edemeyen S. cerevisiae
irkinda heterolog ekspresyonu yaptirildiginda glukoz transport yeteneginin geri
kazandirildigr goriilmiistiir (Heiland ve dig., 2000). Yiiksek glukoz konsantrasyonu
iceren besiyerinde lireyen S. pombe hiicrelerinde GHT2, GHT5 ve GHT6’nin anlatimi
yapilirken, GHT1, GHT3 ve GHT4 represe edilir; diisiik glukoz konsantrasyonunda ise
GHTS5’in anlatim1 daha da artar, GHT3 ve GHT4 ise derepsrese edilir (Heiland ve dig.,
2000).

S. cerevisiae’da RGT1 transkripsiyon faktorii heksoz transporterlerinin anlatimini
represe eder. Glukoz varliginda RGTI1, PKA tarafindan fosforillenerek DNA’ya
baglanma aktivitesi baskilanir, dolayisiyla heksoz transporter genleri dereprese edilmis
olur. RGT1 regiilatorii MTH1 RGT1 fosforilasyonunu engeller. Ekstraselliiler glukoz ile
indiiklenen SNF3 ve RGT2 membran proteinleri MTH1 ve STD1 (MTH1 homologu)
proteinlerinin fosforillenmesini saglayan sinyali baglatir. Fosforillenerek isaretlenen
MTHI1 ve STDI proteozom tarafindan degrade edilir. MTH1 degredasyonu ile RGT1
PKA tarafindan fosforillenir ve heksoz transporter genleri dereprese olur (Rolland ve

dig., 2002).

Bu calismada S. cerevisiae RGT1 geni ile DNA BLAST analizinde homoloji gosteren S.
pombe SPCC320.03 tahmini transkripsiyon faktorii geninin S. pombe heksoz transporter
genleri tizerindeki etkisi lizerine arastirma yapildi. Bioneer’den S. pombe ASPCC320.03
(ade6-M216 Aura4 leul-32 ASPCC320.03) 1rki satin alma yolu ile temin edildi; kontrol
olarak SP292 (S. pombe ade6-M216 Aura4 leul-32) irki kullanild1.



Her iki 1tk yiiksek glukoz besiyerinde iiretildi; iiretilen hiicreler santrifiij ile ¢oktiiriiliip
besiyerinden ayrildi. Hiicrelerin yarist kontrol grubu olarak taze yiiksek glukoz
besiyerine ekilirken, diger yaris1 deney grubu olarak gliserol besiyerine ekildi. Yeni
besiyerlerinde iiremeye birakilan hiicrelerden total RNA izolasyonu yapildi. RNA
ornekleri oligo-dT ve rastgele primer karigimi igeren, ticari bir ters transkripsiton kiti ile

cDNA’ya cevrilip -20 °C’de saklandi.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Schizosaccharomyces pombe

Fizyon mayas1 Schizosaccharomyces pombe g¢ubuk sekilli, tek hiicreli Ascomycetes
simifindan bir mantardir. S. cerevisia normal kosullarda haploid ve diploid olarak
tireyebilirken, S. pombe normal kosullarda haploiddir (h* ve h- ve homotallik h90 esey
tipleri). Besin acliginda veya oksidatif stres ile DNA hasarina sebep olabilecek hidrojen
peroksite (H202) maruz birakildiginda karsit eseyli hiicreler birlesip diploid zigotu
olustururlar. Zigotun mayoz boliinmeye ugramasi ile dort haploid spor igeren ascus
olusur. Haploid hiicrelerde mitoz ortadan bdliinme seklinde gergeklesir, yavru
hiicrelerde S. cerevisiae gibi goriiniir bir asimetri gézlemlenmese de makromolekiillerin

asimetrik paylasimi ve replikatif yaslanma goriiliir (Barker ve Walmsley, 1999).

S. pombe’nin ii¢ kromozoma ayrilmig, rDNA hari¢ 12.57 Mbp’lik genomu 4981 protein
ve 1538 ncRNA i¢in gerekli genetik kodu tasir (Wood ve dig., 2012). Mayalarin
genomu, yiiksek Okaryotlara gore oldukea kiigtliktiir. Laboratuvar kosullarinda kolay ve
hizl1 iireyebilmesi, kolay mutant elde edilebilmesinin disinda S. pombe, metazoalar ile
bir¢ok onemli siirecte benzerlikler gosterir: biiyilk kromozom yapisi, sentromer yapisi;
heterokromatik  histon metilasyonu, kromodomen heterokromatin proteinleri,
heterokromatin yapisinin siRNA ile diizenlenebilmesi; G2/M hiicre dongiisti, sitokinez;
sinyalozom (“signalosome”) ve splisozom. Bu ozellikler S. cerevisiae’da ya yoktur ya
da oldukga farklilasmistir. Genellikle S. pombe ile metazoalar arasindaki ortolog genler

metazaolar ile diger mayalar arasinda oldugundan daha fazla benzerdirler (Wood ve

dig., 2002).

S. pombe diger fizyon mayalar1 S. octosporus, S. cryophilus ve S. japonicas ile beraber
Ascomycota sinifinin bazal bir dalin1 olusturur (Rhind ve dig., 2011). Bu
organizmalarin genom dizisinin ¢ikarilmasi ile beraber ilk defa S. pombe ile yiiksek

derecede benzerlik gdsteren mayalarin karsilastirilmast miimkiin olmustur. Ornegin



Rhind ve arkadaslar1 (2011) bu calismalarinda S. pombe nin 34 geninin horizontal gen

transferi ile bakterilerden geldigini 6ne siirmiislerdir.

2.2. Saccharomyces cerevisiae

Tomurcuklanan maya olarak bilinen, genetik, biyokimya ve sistem biyolojisi ¢caligmalari
icin model organizma olan Saccharomyces cerevisiae, genomu dizilenen ilk dkaryottur
(Goffeau ve dig., 1996). Asimetrik hiicre bdliinmesi sonucu ana hiicre ile yavru
hiicrenin ayirt edilebilmesi sebebi ile hiicre boliinmesi, yaslanma ve kalori kisitlamast;
ayrica glukoz ve diger besinlerin algilanmasi, glukoz sinyal iletimi ve glukoz

metabolizmasi iizerine en ¢ok ¢alisilmis organizmalardan biridir (Longo ve dig., 2012).

2.3. 8. cerevisiae’DA GLUKOZ METABOLIZMASI

Memeliler, aclik durumunda kandaki diisiik glukoz diizeyini glukagon ve epinefrin
hormonlar1 ile glukoneogenezi aktive edip yiikselterek ve gida tiiketimi sonrasinda
heksoz transporterler ile ince bagirsaklardan kana tagmman glukozun, kandaki glukoz
diizeyini yiikseltmesine cevap olarak, insiilin ile kandaki glukoz diizeyini diisiirerek,
kandaki glukoz diizeyini sabit tutmaya calisir (kan sekeri homeostazi). Tiimdr hiicreleri,
oksijen varliginda dahi yiiksek miktarda glukozu laktik asit fermentasyonu ile
metabolize eder (Warburg, 1956). Bu Warburg etkisi olarak adlandirilir. Timor tespiti
icin kullanilan PET (“Positron emission tomography”) goriintiileme yonteminde, timor

dokularindaki yiiksek glukoz tiikketimi 6zelliginden yararlanilir.

Glukoz varliginda S. cerevisiae, timor hiicrelerindekine benzer sekilde, oksjijen
varliginda da etanol fermantasyonu yapar (Diaz-Ruiz ve dig., 2009). Bu sebeple S.
cerevisiae fakiiltatif anaerobdur ve S. cerevisiae’da glukozun oksjijenli solunumu
baskilamasina, ya da farkli bir deyisle S. cerevisiae nin aerobik etanol fermentasyonu

yapmasina Crabtree etkisi denir (Lagunas, 1979).
Warburg Etkisi

Warburg etkisi gosteren, normalden daha fazla miktarda glukoz tiiketen, yiiksek glikoliz

aktivitesi gosteren kanser hiicreleri, ATP iiretimini, genellikle yalnizca glikolizden



kargilarken ortaya c¢ikan piriivatt fermentasyon ile laktik asite indirger. Oksijenli
solunum, glikolizden ¢ok daha fazla ATP saglarken, kanser hiicrelerinde boliinme igin
gerekli yliksek miktarda enerji, glukoz transporter genlerinin ve glikoliz enzimlerinin
anlatiminin (“up-regulation”) artmasiyla saglanir (Diaz-Ruiz ve dig., 2011). Diaz-Ruiz
ve arkadaglarimin (2011) belirttigi gibi, kanser hiicrelerindeki aerobik fermentasyon
Crabtree-pozitif mayalardaki aerobik fermentasyona olduk¢a benzerlik gosterir.
Mayalarda aerobik fermentasyonun evrimi arastirmalar1 da, kanser hiicrelerinin nasil
aerobik fermentasyon yetenegi kazandigina (somatik evrim) dair arastirmalara isik

tutabilir.
Aerobik fermentasyonun evrimi

Piskur ve arkadaglar1 (2006) mayalarda aerobik fermentasyona olanak saglayan ortamin
yaklagik 125 milyon yil Once bitkilerde meyvenin evrimi ile ortaya ¢iktigini
sOoylemiglerdir (PisSkur ve dig., 2006). Meyveler yiiksek miktarda basit seker kaynagi
olduklarindan, bakteriler ve mayalar i¢in uygun iireme ortami saglarlar. Bakterilerin
atasal mayadan daha hizli boliindiigii diisiintiliirse, mayalar etanol gibi bir toksik madde
salgilayarak bakteriler ile rekabet olanagi kazanmislardir (PiSkur ve dig., 2006). Etanol
hiicre disana salgilandigindan, biyokiitle olarak kullanilabilecek pirtivat miktar1 da
diistiiglinden, Crabtree-pozitif mayalar glukoz transportu ve glikoliz aktivitesini

artirmiglardir (Dashko ve dig., 2014).

2.4. 8. cerevisiae’ DA GLUKOZ SINYAL YOLAKLARI

S. cerevisiae’da glikoliz hizin1 sinirlayan adim genel olarak hiicre icine glukoz
transportu oldugundan ve fermentasyon ile enerji iiretimi verimsiz oldugundan, S.
cerevisiae glukoz transporter genlerinin anlatimini artirarak, hiicre igine yiiksek
miktarda glukoz taginmasini saglar (Ozcan ve Johnston, 1999). S. cerevisiae, tiredigi
ortamdaki degisken glukoz konsanstrasyonlarma uygun cevap verebilir. Ornegin
ortamdaki glukoz konsantrasyonuna en uygun HX7 genlerinin anlatimi yapilir. Diisiik
afinite glukoz trasnsporteri HXT77’in yiiksek glukoz konsantrasyonunda (> ~1%)
anlatim1 yapilirken, yiiksek afinite glukoz trasnporterleri HX72 ve HXT4’ln disiik

glukoz konsantrasyonunda (~0.2%) anlatimi yapilir. Orta diizeyde glukoz afinitesi



gosteren HXT3’iin ise hem diisiik hem yiiksek glukoz konsantrasyonunda anlatimi

yapilir. (Ozcan ve Johnston, 1995).

S. cerevisiae’da glukoz sinyalinde rol oynadigi gosterilen bes yolak vardir: RAS/PKA
(cAMP-PKA), GPR1/GPA2, SCH9, SNF1 ve RGT2/SNF3-RGT1. Bunlardan
RGT2/SNF3, GPR1/GPA2 ve RAS/PKA hiicre i¢ine glukoz ve diger heksozlarin
taginmasin1  saglayan heksoz transporter genlerinin (HXT7 ler) anlatimimi dogrudan

etkileyen yolaklardir (Zaman ve dig., 2009).
PKA ve SCH9

SNF1 ve RGT2/SNF3-RGT1 sinyal yolaklar1 glukoza, 6zellesmis ancak sinirlt bir cevap
vermektedir (Zaman ve dig., 2009). Glukoz ile indiiklenen degisimlerin %90’ imnindan
PKA’nin (protein kinaz A) aktive edilmesi veya SCH9‘un (insan PKB homologu)
indiiklenmesi sorumludur (Zaman ve dig., 2009). SCH9 sinyal yolaginin bloklanmasi
glukoz cevabini etkilemezken, PKA sinyalinin bloklanmasi glukoz cevabini etkiler
(Zaman ve dig., 2009). PKA ve SCHO her biri farkli besinlerin varligina bagl olarak
(SCH9 glukoza duyarsiz, PKA ise duyarl) biliylimeyi tesvik eden transkripsiyon
programini regiile ederler (Shadia Zaman ve dig., 2009). PKA’nin aktive edilmesi,
herhangi bir biiyiime ya da metabolizma artis1 olmadan dahi transkripsiyonel biiylime
programini indiikler, bu da biiyiime programinin metabolik olarak degil, ortamdaki

besinlerin algilanmasi ile kontrol edildigini gostermektedir (Zaman ve dig., 2008).
SNF1

S. cerevisiae SNF1 geni Okaryotlarda olduk¢a korunmus, bir serin/teronin kinazdir.
Memelilerdeki homologu AMPK (“AMP-activated kinase”) gibi, S. cerevisiae SNF1
protein kinaz (AMPKa katalitik alt birimi orthologu), SNF4 (AMPKYy regiilator alt
birimi ortologu) ve SIP1/SIP2/GAL83 (AMPKp alt birimi ortologu) proteinlerinden
biri ile beraber heterotrimerik bir kompleks olusturur (Carlson ve dig., 1981; Amodeo
ve dig., 2007). Memelilerde AMPK intraselliler AMP ile regiile edilirken, SNF1

intraselliiler ADP konsantrasyonuna bagl olarak regiile edilir.

SNF1/AMPK protein kinazlar, okaryotlarda enerji homeostazinda temel rol oynar.

Hiicrede enerji diisiisii (AMP veya ADP artis1) ile aktive olur, ATP {iiretimi saglayan



yolaklar1 indiikler ve ATP tiiketilen yolaklar1 baskilar. S. cerevisiae’da SNF1 kompleksi
de, hiicre i¢ine glukoz transportu azaldiginda olusan hiicrenin diisiik enerji durumunda

indiiklenerek, baslica glukoz derepresyonunda rol oynar (Wilson ve dig., 1996).

S. cerevisiae'da, besi ortaminda glukoz azaldiginda ya da glukoz yerine gliserol ve
etanol gibi alternatif karbon kaynaklari bulundugunda, SNF1 “upstream” kinazlar
tarafindan fosforillenerek aktif hale gelir ve MIG1 transkripsiyon represoriinii inaktive
ederek, CAT8 ve ADRI transkripsiyon aktivatorlerini ise aktive ederek gen anlatimin
diizenler (Woods ve dig., 1994;). Glukoz varliginda REG1/GLC7 (“protein phosphatase
1 complex) SNF1'i defosforile ederek inaktive eder (Sanz ve dig., 2000). S. cerevisiae
yabani ve ASNFI wrklarinin gen anlatimi karsilastirildiginda SNF1’in 500 kadar genin
anlatimin etkiledigi gosterilmistir (Tachibana ve dig., 2005).

GRPR1/GPA2

S. cerevisiae GPR1/GPA2 sinyal transdiiksiyon yolagi memelilerde oldugu gibi PKA’y1
aktive eder. GPR1/GPCR (“G protein-coupled receptor 17), glukoz sensoriidiir; glukoz
varliginda GPA2 (“G protein alpha subunit”) aracili1 ile adenilat siklazi aktive eder.
Adenilat siklaz ATP’yi, bir sinyal molekiilii olan cAMP’ye doniistiiriir. Artan cAMP
konsanstrasyonu, cAMP bagimli protein kinaz olarak da adlandirlan PKA’y1 aktive eder
(Kubler ve dig., 1997). Kubler ve arkadaslari, S. cerevisiae GPR1/GPA2 yolaginin
glukoza bagli hiicresel biiyiime-boliinme programini etkiledigini, ancak glukoza hizli

(akut) transkripsiyonel cevap saglamadigin1 gostermislerdir.

S. cerevisiae’da, cAMP yolagiin glukoz veya sukroz ile hizlica aktivasyonunun GPR1
varligia bagimli oldugu gosterilmistir (Lemaire ve dig., 2004). Ayrica ayni ¢alismada
glukoz ve sukrozun GPRI1 ile dogrudan etkilesime gecen ligandlar olduklarina dair
bulgular sistein tarama mutagenezi ve SCAM (substituted cysteine accessibility

method) yontemleri ile elde edilmistir.
RGT2/SNF3

S. cerevisiae RGT2 ve SNF3 membran proteinleri, HXT’lere homolog, heksoz transport
yeteneklerini yitirmis glukoz sensérleridirler (Ozcan ve dig., 1998). SNF3, yiiksek

afiniteli glukoz sensoriidiir, diisiik konsantrasyonda glukozu algilayabilir ve heksoz



transporter genlerinin anlatimini indiikler. Hiicre i¢inde bulunan C-terminal ucu
yoklugunda sinyal baglatilamaz (Dietvorst ve dig., 2010). Glukoz disinda fruktoz ve
mannoz da algilayabilir. (Lewis ve Bisson, 1991). RGT2, SNF3 ile homologdur; yiiksek
konsantrasyonda glukozu algilayabilen, diisiik afiniteli glukoz sensériidiir (Ozcan ve

dig., 1998).

Ekstraselliiler glukoz RGT2 ve SNF3 ile algilandiginda, membrana bagli YCK1 ve
YCK2 kazein kinazlar1 aktive olur. Bu kinazlarin, MTH1 ve STDI regiilator proteinleri
dogrudan fosforilleyerek, proteozom tarafindan degrade edilmelerini sagladig:
diistiniiliirken, Pasula ve arkadaslar1 MTH1 in niikleusta degrade edildigini, membrana
bagli YCKI1/2 ile dogrudan etkilesimi Oniinde lokalizasyon engeli oldugunu
gostermiglerdir (Pasula ve dig., 2010).

...............
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Sekil 2.1: S. cerevisia’da glukoz sinyal yolaklarmin kesigmesi (Kaniak ve dig., 2004).
Yesil renkle gosterilen bilesenler SNF3/RGT2 sensorlerinden baslayan glukoz
sinyaline cevap vermektedir. Kirmizi renkle gosterilenler ise SNF1 kinaz ile baslayan
sinyale cevap veren bisenlerdir.

Glukoz varliginda, yani MTH1 ve STD1 proteinleri degrade edilmisken, MIG1 MTH1

geninin anlatimini baskilar, ancak STD1’in anlatimi artar. Bunun glukoz tiikendiginde
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hizli bir transkripsiyonel cevap verebilmek icin oldugu diisiiniilmiistir (Kim ve
Johnston, 2006). MTH1 ve STDI1, RGT1 transkripsiyon represoriine baglanarak,
RGT!1’in PKA tarafindan fosforlanip deaktive edilmesini engellerler. Glukoz hem
PKA’nin nukleusa translokasyonunu hem de MTHI1 ve STD1’in degrade edilmesini
indiikleyerek, RGT1’in PKA tarafindan hiperfosforlizasyonunu saglar (Griffioen et al.
2000; Kim and Johnston 2006; Roy et al. 2013, 2014). Hiperfosforlanan RGT1
represorii DNA’dan kopar, RGT1 tarafindan baskilanan glukoz transporter genlerinin
(HXT) anlatim1 gergeklesir (Palomino ve dig., 2006). Glukoz tiikendiginde MTHI1 ve
STD1, RGT1 ile etkilesime girerek, PKA aktivitesine inhibe eder, ve RGT1’in
promotor bolgelere bagl kalmasini, HXT genlerin anlatiminin baskilanmasini saglar

(Flick ve dig., 2003).

PKA disinda SNF1’in de RGT1’i fosforilleyebildigi ve RGT1’in DNA’ya baglanma
aktivitesini etkiledigi, SNF1 ve RGT1 arasindaki bu etkilesimin HXT genlerinin
anlatiminin kademeli olarak dereprese edilmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir

(Palomino ve dig., 2006).

RGTI delesyonlu S. cerevisiae iwklarinda HXT genlerinin devamli ekspresyonu
gerceklesir, SNF3 ve RGT2 sensorlerinin delesyonunda ise glukoz HXT genlerinin

anlatimini indiikleyemez (Ozcan ve Johnston, 1995).

2.5. 8. cerevisiae’ DA GLUKOZ TRANSPORTERLER

S. cerevisiae’da 20 kadar gen glukoz transporter benzeri protein kodlar (Boles ve
Hollenberg, 1997). HXTI-17 heksoz transporter genleridir; GAL2 aym1 zamanda
glukozda tasiyabilen bir galaktoz transporter kodlar; SNF3 ve RGT2 heksoz

transporterlere homolog glukoz sensorlerini kodlar.

HXT1 diisiik afiniteli glukoz transporteridir; fruktoz, galaktoz ve mannoz da tasiyabilir
(Reifenberger ve dig., 1997); ekspresyonu glukoz varliginda HXK2 tarafindan
indiiklenir, glukoz agliginda RGTI1 ile baskilanir (Rodriguez ve dig., 2001). RGTI
delesyonunda, glukoz HXT1 anlatimmi tamamiyla indiikleyemez (Mosley ve dig.,

2003). HXT1 ve HXT6 genleri paralogdur (Byrne ve Wolfe, 2005).
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HXT?2 yiiksek afiniteli glukoz transporteridir; fruktoz ve mannoz da transport edebilir
(Reifenberger ve dig., 1997); anlatimi glukoz agliginda indiiklenir, yiiksek glukoz

varliginda represe edilir.

HXTS3 diisiik afiniteli glukoz transporteridir; fruktoz ve mannoz transportu da yapabilir
(Reifenberger ve dig., 1997). Diisiikk ve yiiksek glukoz varliginda da anlatimi
gerceklesir. (Ozcan ve Johnston, 1999). HXT3 ve HXT5 genleri paralogdur (Byrne ve
Wolfe 2005). HXTS5 orta diizeyde afiniteli glukoz transporteridir ve fermente

edilemeyen karbon kaynaklar1 varliginda anlatimi indiiklenir (Diderich, 2001).

HXT4 yiiksek afiniteli glukoz transporteridir ve cesitli heksozlar1 tasiyabilir
(Reifenberger ve dig., 1997), HXT2 gibi anlatim1 glukoz acliginda indiiklenir, yiiksek
glukoz varliginda represe edilir (Ozcan ve Johnston, 1999). HXT?7 ile paralogdur (Byrne
ve Wolfe, 2005).

HXT6 ve HXT7 yiiksek afiniteli glukoz transporteridirler; fruktoz, galaktoz ve mannoz
transport aktivitesine de sahiptirler (Reifenberger ve dig., 1997). Diger HXT genlere
goreceli olarak bazal diizeyde anlatimlar1 yiiksektir. Glukoz ile represe olur (Ozcan ve

Johnston, 1999).

HXTS, HXT9 ve HXTI10 genlerinin anlatimi glukoz diizeyine baglidir, HXT genlere
benzer protein kodlarlar. Ancak islevleri heniiz acikliga kavusturulmamistir. HXTI11

glukoz, fruktoz, mannoz ve galaktoz tastyabilien bir transporterdir (Ozcan ve Johnston,

1999).

2.6. S. pombe’DE GLUKOZ TRANSPORTERLER

S. pombe’de S. cerevisiae ile homolog 8 heksoz transporter benzeri gen vardir (GHT'I-
8). GHTI, GHT2, GHT5 ve GHT6 genlerinin glukoz transport edemeyen S. cerevisiae
irkinda heterolog ekspresyonu yaptirildiginda glukoz transport yeteneginin geri
kazandirildigr goriilmiistiir (Heiland ve dig., 2000). Yiiksek glukoz konsantrasyonu
iceren besiyerinde lireyen S. pombe hiicrelerinde GHT2, GHT5 ve GHT6’nin anlatimi
yapilirken, GHT1, GHT3 ve GHT4 represe edilir; diisiik glukoz konsantrasyonunda ise
GHTS5’in anlatim1 daha da artar, GHT3 ve GHT4 ise derepsrese edilir (Heiland ve dig.,
2000).
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GHT1 yiiksek afiniteli glukoz ve fruktoz transport edebilmesine ragmen, anlatimi
yalnizca glukonat ve maltoz ile indiiklenir (Heiland ve dig., 2000). GHT2 afinitesi
belirsiz glukoz ve fruktoz transporteridir; glukoz ag¢liginda ekspresyonu diiser (Saitoh ve

dig., 2015).

Glukonat varliginda ekspresyonu en yiiksek heksoz transporterler GHT3 ve GHT4 tir.
GHT3 glukonat tastyicisidir; GHT3 ile GHT4 proteinlerinin dizileri olduk¢a benzer
olmasina ragmen GHT4 glukonat tasiyamaz (Heiland ve dig., 2000). GHT3 ve
GHT4’iin anlatimlar glukoz acliginda artar (Saitoh ve dig., 2015).

GHTS yiiksek afiniteli glukoz ve fruktoz transporteridir. S. pombe’nin ana glukoz
tastyicisidir, glukoz acliginda anlatimi daha da artar (Saitoh ve dig., 2015).

GHT6 fruktoz afinitesi glukoz afinitesinden daha yliksek bir glukoz ve friiktoz
transporteridir (Heiland ve dig., 2000); anlatim1 glukoz agliginda artar (Saitoh ve dig.,
2015).

GHT7’nin ekspresyonu anlamli diizeyde degildir, tek hiicre diizeyinde mRNA miktar1
0.012-0.022 araligindadir (Marguerat ve dig., 2012). GHTS afinitesi bilinmeyen bir
heksoz tastyic1 benzeri proteindir (Heiland ve dig., 2000); glukoz acliginda anlatimi
artar (Heiland ve dig., 2000).

2.7. 8. cerevisiae RGT1 TRANSKRIPSIYON FAKTORU

RGT1, ekstraselliiler glukozun hiicre i¢ine alimint saglayan HXT genlerinin anlatimini
glukoz varligina duyarli bigimde diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Glukoz
yoklugunda HXT genlerinin anlatimini bastirir, glukoz varliginda ise HXTI’in

anlatimini aktive eder (Ozcan ve dig., 1996).

RGT1 transkripsiyon faktorii domenleri Polish ve arakadaglari tarafindan deneysel
olarak tespit edilmislerdir. RGT1 dort fonksiyonel domen bulundurmaktadir (Polish ve
dig., 2005):

e DNA-baglayan “zinc cluster” domeni (46-76 amino asitleri),

e Transkripsiyon baskilamasi icin SSN6 korepresor ile etkilesim gdosteren domen
(210-250),
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e Transkripsiyon aktivasyonu (320-380),

e Ve bu aktiviteyi diizenleyen bolge (310-320 ve 400-410),

¢ Glukoz varliginda transkripsiyon baskilama aktivitesini DNA-baglayan domene
baglanip molekiilii DNA’dan ayirarak inhibe eden domen (520-830 ve 80-90) —
bu domenler aras1 etkilesim Mth1 ile inhibe edilir.

2.8. S. pombe SPCC320.03 TAHMINI TRANSKRIPSIYON FAKTORU

Schizosaccharomyces pombe SPCC320.03 tahmini transkripsiyon faktorii, RGT1
ortologudur. Ancak SPCC320.03’lin genetik etkilesim ve protein-protein etkilesimi
gosterdigi tahmin edilen genler ve proteinler listesinde S. pombe heksoz transporterler
(GHT) yoktur:

e Pierre R. Bushel ve arkadaglarinin microarray ¢alismalari sonucu, S. pombe’de
tahmin ettikleri gen regiilasyon agina gore genetik etkilesimler (Bushel ve dig.,
2009): SPAP7G5.06(PER1), SPAC26HS5.07C, SPBC13A2.03,
SPAC3G9.05(SPA2), SPAC29A4.16(HAL4), SPCC1393.06C(IPI1),
SPAC6F6.03C,

e Biogrid (Chatr-Aryamontri ve dig., 2013) protein ve genetik etkilesim
veritabanina gore genetik etkilesimler: SPBC354.05C(SRE2) (Stewart ve dig.,
2011), SPCC162.11C, SPAC29A4.18(PRW1), SPAC6B12.12(TOM?70),
SPAC23H4.08(IWR1), RPL160, SPAC23H4.17C(SRB10, CDKS, PRK1),
SPBC428.08C(CLR4), SPCC895.06(ELP2), SPAC25A8.01C(FFT3, SNF2SR),
SPBC947.08C(HIP4) (Ryan ve dig., 2012),

e Biogrid protein ve genetik etkilesim veritabanina gore fiziksel etkilesimler:
SPCC736.08(CBF11) (Pancaldi ve dig., 2012),

e StringDB (Franceschini ve dig., 2012) protein-protein etkilesim veritabanina
gore: SPCC1393.08, SPBC25B2.11(POF2), SPBC23E6.09(SSN6),
SPCC191.01, SPCC1322.08(SRK1), SPCC1020.10(0CA2), SPCP1E11.05C,
SPCC757.11C, SPCC794.04C.

2.9. BIYOINFORMATIK

Frederick Sanger’in insiilin amino asit dizisini ¢ikarmasindan (Sanger, 1952) sonra

yayginlasan protein dizilerinin karsilastirilmas: zorlugunu asmak icin bilgisayar
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kullanimi temel bir yontem oldu. RNA dizilemenin oOnciilerinden Min Jou ve
arkadaslari, 1972°de ilk defa bir genin dizisini ¢ikardilar (Min Jou ve dig., 1972);
1976°da ise Bakteriofaj MS2’nin RNA genomunun tiimiinii dizileyerek baska bir ilki
basarmislardir (Fiers ve dig., 1976). Dizilenen ilk DNA genomu, Frederick Sanger ve
arkadaglar tarafindan, bacteriophage ¢X174 genomu olmustur (Sanger ve dig., 1977).

Insan Genom Projesi’nin baslamasi ve DNA dizileme ydntemlerindeki gelismeler
biyolojik verilerin hizla artmasina, biyoinformatigin gelismesine sebep olmustur.
Gilinlimiizde genomik (genom anotasyonu), transkriptomik, proteomik, protein-protein
etkilesimleri, protein-DNA etkilesimleri, metabolik yolaklar, sinyal transdiiksiyonu,
taksonomik veritabanlar1 gibi gesitli veritabanlar1 biyolojik verilerilerin hem saklanmasi

hem de analiz edilebilmesini saglar.

Genom anotasyonu, genomda genlerin konumlari, islevleri, mRNA’daki intron ve
ekzon bolgeleri, promoter bolgeleri, mRNA dizileri (“alternatif splicing”), protein
dizileri, ncRNA dizileri gibi bilgilerin elde edilmesini saglar. Bir organizmanin genom
dizisi ¢ikarildiginda, ilk yapilan BLAST (Altschul ve dig., 1990) gibi yontemlerle gen
tahmini yapilmasidir. Tahmini protein dizileri protein veritabanlarinda aratilarak,
protein domenleri, aktif bolge ya da motifler bulunabilir. Protein-protein etkilesimleri
ve metabolik yolak veritabanlarindan yararlanilarak gen islevi ve genetik etkilesim
tahminleri yapilabilir (Wang ve dig., 2004). Daha sonra deneysel caligmalarla bu

etkilesimler dogrulanabilir.

Benzer organizmalarin genomlarin1 karsilastirilmast (karsilastirilmali  genomik) ile
genom evrimi hakkinda tahminlerde bulunulabilir. Gen insersiyonu, gen delesyonu, gen
mutasyonu, gen duplikasyonu, transpozonlar, ekzon karigmasi, tiim genom
duplikasyonu, poliploidizasyon, horizontal gen transferi, “de novo” gen evrimi gibi

cesitli slirecler tahmin edilebilir (Papp ve dig., 2011).

Genom diizeyinde iliskilendirme caligmalart (“GWAS — Genome-wide association
studies”) fenotip ile birden fazla gen, diizenleyici bolge ve/veya SNP (“Single
nucleotide polomorphism”) gibi faktdrler arasinda iliski kurmayr amaglar. Ornegin

tarim bitkilerinde verimlilik, kuraklik direnci; insanda diyabet ve kanser gibi karmagik
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fenotip ve hastaliklar genetik varyasyonlarla iliskilendirilebilir (Wang ve dig., 2017),
(Sud ve dig., 2017).

Mikroarray ve RNA dizileme gibi ¢aligmalarla elde edilen transkriptom datast gen kiime
zenginlestirme yontemi (“GSEA — Gene set enrichment analysis”) ile analiz edilir.
GWAS’a benzer sekilde, GSEA ile gen anlatim degisimlerinin fenotip ve hastaliklarla
baglantis1 agiga c¢ikartilabilir (Subramanian ve dig., 2005). Reactome gibi yolak
goriintiileme ve analiz araglar1 ile gen anlatimi datasinin yolak analizi yapilabilir (Croft

ve dig., 2014).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BIYOINFORMATIK ANALIZLER

S. pombe’de glukoz transportunu saglayan GHT genlerinin anlatimini etkileyen
yolaklarin aydimnlatilmast icin, S. cerevisiae’de HXT genlerini etkileyen RGT1

transkripsiyon faktoriinden yararlanild.

S. cerevisiae RGT1 ve S. pombe SPCC320.03 amino asit dizi benzerligi analizi BLAST
ile yapildi. SPCC320.03’lin biyolojik aktivite, molekiiler fonksiyon ve hiicresel
kompartiman tahminleri UniProtKB’de yapildi. SPCC320.03 amino asit dizisi domen
tahmini UniProtKB ile yapildi.

3.2. ORGANIZMALAR

Bu calismada kullanilan S. pombe ASPCC320.03 irki1 Bioneer firmasinda satin alma
yolu ile temin edildi; diger wrklar Istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Boliimii kiiltiir koleksiyonlarindan saglandi.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan irklar.

Irklar Aciklama
S. pombe SP292 ade6-M216 Aura4 leul-32, haploid
S. pombe ASPCC320.03 ade6-M216 ura4-D18 leul-32

ASPCC320.03, haploid

3.3. GENEL COZELTILER

PBS (Phosphate-buffered saline) (1 L): 8g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g Na,HPO4, 0.24 g
KH>PO4 800 mL distile suda ¢ozdiiriildii. pH 7.2 — 7.4 araliginda olacak sekilde HCI1
eklenerek ayarlandi. Son hacim 1000 mL olacak sekilde distile su eklendi.
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Stok A; (1 L): 0.5 g H:BOs, 0.04 g CuSO4.5H0, 0.1 g KCI, 0.2 g FeCls, 0.53 g
MnSO..4H,0, 1.95 g Na;SO42H,0 ve 0.4 g ZnSO..7H,0 800 mL distile suda

¢ozdiiriildii; son hacim 1000 mL olacak sekilde distile su eklendi.

Stok Az (1 L): 10g KH2PO4 1g, 5 g MgS04.7H20, 1 g NaCl, 1.5 g CaCl,.6H20, 50g
(NH4)2S04 ve 10 mL Stok A1 800 mL distile suda ¢ozdiiriildii; son hacim 1000 mL
olacak sekilde distile su eklendi.

Stok 3a (1L): 1 g Kalsiyum pantotenat (Vitamin B5 — kalsiyum tuzu), 10g Nikotinik
asit (Niasin veya Vitamin B3) ve 1 g mezo-inositol 800 mL distile suda ¢ozdiiriildii; son

hacim 1000 mL olacak sekilde distile su eklendi.

Stok 3b (1L): 0.01 g Biotin (Vitamin B7) 800 mL %50’lik etanolde ¢6zdiiriildii; son
hacim 1000 mL olacak sekilde %50’lik etanol eklendi.

TAE (Tris EDTA Tamponu): 10 mM Tris, ]| mM EDTA pH 8.0

3.4. BESIYERLERI

Tablo 3.2°de listelenen malzemelerle minimal besi ortam1 (MMA), zengin besi ortami

(YEA), Zengin siv1 besi ortami1 (YEL) gibi ¢esitli besiyerleri hazirlandi.

Tablo 3.2: Besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilan malzemeler.

Malzemeler

Maya oziiti,

Agar,

Distile su,

Glukoz,

Gliserol,

Adenin, Losin, Urasil (oksotrofik markerlar)
Na;HPO4.12H,0

Stok Ao,

Stok 3a,

Stok 3b
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Besiyerleri:

Minimal besi ortammn (MMA) (1 L): 1 L MMA i¢in, 10 g glukoz ve 1 g
Na;HPO4.12H20 bir miktar distile suda ¢dzdiiriildii; 100 mL Stok A», 1 mL Stok 3a ve
1 mL Stok 3b eklendi; son hacim 1000 mL olacak sekilde distile su eklendi; son olarak
20 g Agar ¢ozdiiriilmeden eklendi ve 1 atm basing, 120 °C sicaklik altinda, 20 dakika

otoklavlanarak steril edildi.

Besiyerleri yaklasik 50 °C oldugunda, oksotrofik marker olarak kullanilan adenin, 16sin
ve urasil ¢esitli kombinasyonlarda, konsantrasyonlar1 50 mg/L olacak sekilde, 0.22 pm

por filtreden gegirilerek steril halde besiyerine eklendi.

Zengin besi ortami (YEA) (1 L): Bu ¢alismada kullanilan S. pombe 1rklarinin {iretimi
ve stoklanmasinda kullanildi. 1 L YEA i¢in, 30 g glukoz ve 5g maya 6ziitii bir miktar
distile suda ¢ozdiiriildii; son hacim 1000 mL olacak sekilde distile su eklendi; son olarak
20 g Agar ¢ozdiiriilmeden eklendi ve 1 atm basing, 120 °C sicaklik altinda, 15 dakika
dakika otoklavlanarak steril edildi.

YEA + genetisin: YEA besiyerine 50 mg/L olacak sekilde genetisin eklendi.

Zengin s1v1 besi ortamn (YEL) %3 glukoz: YEL sivi besiyeri YEA besiyeri ile ayni

sekilde hazirland1, ancak besiyerinin katilagmasini saglayan agar eklenmedi.

Zengin s1v1 besi ortam (YEL) %3 gliserol + %0.1 glukoz: YEL besiyerinden glukoz
yerine gliserol kullanilarak tiiretildi. Bu ¢alismada glukozsuz besiyeri olarak tanimlandi.
%0.1 glukoz S. pombe’nin boliinmeye devam etmesi i¢in gereklidir. Hazirlanmasi1 YEA
besiyeri gibidir, ancak agar ve glukoz eklenmez. Glukoz besiyeri otoklavlandiktan

sonra, 0.22 um por filtreden gegirilerek steril halde besiyerine eklendi.

3.5. S. pombe IRKLARININ URETIMI VE STOKLANMASI

S. pombe irklariin iiretimi ve stoklanmasinda Gutz ve ark. (1974)’nin Onerdikleri
standart yontemler kullanildi. Irklardan +4 °C’de egri besi ortaminda (YEA) saklanan
stoklardan 6ze ile YEA besiyeri igeren petrilere, tek koloniye diisiirmek icin ekim

yapildi. Gliserol ve silika jelde saklanan stoklardan canlandirmak icin petrilere ekim
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yapilip 30 °C’de 3 giin bekletildi; daha sonra iireyen kolonilerden, tek koloniye
diistirmek icin azaltma yontemi ile petrilere tekrar ekim yapildi. Stoklarin genotipinde

bir degisim olup olmadig: her ay se¢ici besi yerlerine ekim yapilarak kontrol edildi.

RNA izolasyonu amaciyla, S. pombe iiretimi i¢in ise YEL besiyerlerine 10° hiicre/mL

olacak sekilde ekim yapildi.

3.5.1. Kisa Siireli Stoklar

Egri YEA besiyerinde iiretilen S. pombe, 4 °C sicaklikta 2 aya kadar canliligini korur ve
tekrar treyebilir. Stoklarin kurumasini engellemek i¢in hava almasini engelleyecek

sekilde parafilm ile bantlanarak 4 °C’de sakland.

3.5.2. Gliserol Stok

Stoklanacak S. pombe 1rklar1 YEL besiyerinde, 30 °C sicaklikta 2 giin tretildi; %50
gliserol olacak sekilde besiyeri ve gliserol kriyojenik tiiplere dokiiliip karistirildi ve -80
°C sicaklikta saklandi.

3.5.3. Hiicre Sayimi

Hiicre sayim1 yapilacak stoklar mikrosantrifiij tiiplerde disitile su ile 10X veya 100X
sulandirildi. Thoma lamlar1 ve saydam lamlar her sayim 6ncesi %70’lik etanol ile
temizlendi. Sulandirilan 6rnekler Malassez laminin iki ayr1 kismimna ayr1 ayri birkag
damla aktarildi. Malassez laminin {izerine saydam lam kapatildi ve preperat mikroskop
tablasina yerlestirilerek 40x objektif ile her karedeki hiicreler ayr1 ayr1 sayildi ve

asagidaki formiille stok hiicre konsantrasyonu hiicre/mL birimi cinsinden hesaplandi:
Hiicre konsantrasyonu (hiicre/mL) = Kare basina ortalama hiicre sayis1 x Diliisyon
katsayis1 x 10°

3.6. UREME EGRIiSININ CIKARILMASI

Ureme egrisi ¢ikarilacak S. pombe irklar1 YEA besiyerinde 30 °C sicaklikta iiretildi; bu
taze stoklardan YEL besiyerine hiicre konsantrasyonu 10 hiicre/mL olacak sekilde ekim

yapildi; ¢alkalami etiivde 30 °C sicaklikta liremeye birakilan hiicreler 24 saat boyunca 2
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saatte araliklarla mikroskopta hiicre sayimi, spektrofotometrede ise 600 nm dalga
boyunda optik yogunlugu (OD) dlgiildii.
3.7. KOLONI PCR

Bioneer’den temin edilen ASPCC320.03 wrkinda Kanamycin direng geni varligini

dogrulamak i¢in KanMX4 primerleri ile koloni PCR yapildi.

Tablo 3.3: Koloni PCR’da kullanilan cihaz ve malzemeler.

Cihaz ve malzemeler Miktar
“Biorad T100 Thermal Cycler” PCR cihaz1

Cift otoklavlanmis distile su 12.5 uL
PCR tamponu 4 uL
MgCl, 1 uL
DMSO 0.6 uL
dNTP 0.4 uL
KanMX4 primerleri (R, F) 0.5 uL

Kalip, ASPCC320.03 kolonisinden elde edilen siispansiyon 1 pL

Tablo 3.4: Koloni PCR programi

Aciklama Sicaklik Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 98 °C 30 sn
35 dongii 98 °C 10 sn
53°C 30 sn
72 °C 1 dk
Bitis primer uzamast 72 °C 5dk
Saklama 4°C

10 pL distile su bulunanan mikrosantrifiij tiipe, YEA besiyerinden igne ucu ile alinan

hiicreler birakildi. Mikrosantrifiij tiipte hiicreler homojen dagilacak sekilde vortekslenip
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stispanse edildi. Toplam hacim 20 pL olacak sekilde yukaridaki malzemeler ve hiicre
stispansiyonu PCR tiipiine eklendi. PCR tiipii yukaridaki programa gore PCR cihazinda
inkiibe edildi. PCR sonucu elde edilen iiriin, bekletilmeden agaroz jelde ytiriitiilerek,

KanMX4 modiilene ait bant gozlendi.

3.8. RNA iZOLASYONU

RNA izolasyonu i¢in cam boncuk ile mekanik parcalama yontemi ve “Roche High

Pure RNA Isolation Kit” ticari kiti kullanildi.

Tablo 3.5: RNA Izolasyonunda kullanilan cihaz ve malzemeler.

Cihaz ve malzemeler Miktar

“Sartorious Mikro Dismembrator” hiicre parcalayici

“Roche High Pure RNA Isolation Kit” ticari kiti

Sogutmal1 santrifiij

Masaiistii santrifiij

Cam boncuk 3g
PBS tamponu 200 pL

RNA izolasyonu yapilacak S. pombe 1rklart YEA besiyerinde 30 °C sicaklikta 2 giin
iremeye birakildi; elde edilen taze stok steril su ile mikrosantrifiij tiipe aktarilip
stispanse edildi; silispansiyonun hiicre konsantrasyonu mikroskopta hiicre sayimi ile
hesaplandi; hiicre konsantrasyonu 10° hiicre/mL olacak sekilde YEL besiyerine ekim
yapildi; hiicreler YEL besiyerinde, 30 °C’de calkalamali etiivde 12 saat liremeye
birakildu.

YEL besiyerinde iireyen hiicreler 7000 g’de 5dk santrifiij edilerek c¢okertilip
besiyerinden ayrildi; ¢okelti steril su ile yikanip tekrar santrifiij ile ¢okertildi. Hiicreler
YEL %3 glukoz (kontrol grubu) ve YEL %3 gliserol + %0.1 glukoz (deney grubu)

besiyerlerine aktarilip 4 saat boyunca 30 °C’de calkalamali etiivde iiremeye birakildi.
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YEL %3 glukoz ve YEL %3 gliserol + 9%0.1 glukoz besiyerlerinde 4 saat iireyen
hiicrelerin sayimi yapilip konsantrasyonu belirlendi, 5 dk 7000 g’de sogutmali santrifiij

kullanilarak ¢okertildi; ¢okelti steril su ile yikanip tekrar santrifiij ile ¢okertildi.

Hiicre parcalama: Yaklagik 10% hiicre igin Pellete 200 pul PBS eklenip steril
mikrosantrifiij tiipe aktarildi. Toplam 0.5 mL olacak sekilde veya 0.3 g cam boncuk
eklendi. Calisma boyunca buzda bekletilen 6rnekler, 5 defa 30 saniye 3000 rpm’de
hiicre parcalayicist kullanilarak hiicre membranlarinin  pargalanmasi saglandi.
Mikrosantrifiij tiip kizgin igne ile delinip sivi faz yeni bir steril mikrosantrifiij tiipe
aktarildi. Mikrosantrifiij tiip 5 dk 7000 g’de sogutmali santrifiijde santrifiij edildi.

Stipernatant steril mikrosantrifiij tiip aktarildu.

RNA izolasyon kiti: Bu asamada kullanilan malzemeler ve prosediir ticari kite aittir,
ancak bazi adimlan tarafimizdan degistirildi. Caligmalar oda sicakliginda yapilmigtir:
Stipernatantin aktarildigi mikrosantrifiij tiipe 400 pL “Lysis/-Binding Buffer” eklendi
ornek 15 saniye elde karistirildi. Kitte bulunan bir “High Pure Filter tiip baska bir
“Collection” tiipiin igine koyuldu. Ornek maksimum 700 pL olacak sekilde “High Pure
Filter* tiipe pipet ile aktarildi. Tiipler masaiistii santrifiijde 1 dk 8000 g’de santrifiij
edildi. “Collection” tiipe gecen s1vi kisim dokiildii ve tiipler tekrar birlestirildi. Steril bir
mikrosantrifiij tiipe 90 ul “DNase Incubation Buffer” ve 40 ul DNaz eklenip karistildi;
DNaz karigimi “High Pure Filter* tiipiine pipet ile birakildi; 15 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi. “High Pure Filter* tiipline 500 pl “Wash Buffer I” eklendi; tiipler 1 dk
8000 g’de santrifiij edildi; “Collection” tiipe gecen sivi kisim dokiildi, tlipler tekrar
birlestirildi. “High Pure Filter* tiipiine 500 pl “Wash Buffer II” eklendi; tlipler 1 dk
8000 g’de santrifiij edildi; “Collection” tiipe gecen sivi kisim dokiildi, tiipler tekrar
birlestirildi. “High Pure Filter* tiipiine tekrar 200 pl “Wash Buffer II” eklendj; tlipler 1
dk 13000 g’de santrifiij edildi; “Collection” tiipe gegen sivi kisim dokiildii, “Collection”
tip atildi; “High Pure Filter tiip steril bir mikrosantrifiij tlipiin i¢ine koyuldu; “High
Pure Filter* tiipe 100 pl “Elution Buffer” pipet ile birakilds; tiipler 1 dk 8000 g’de
santrifiij edildi. Mikrosantrifiij tiipe gecen siv1 total RNA icermektedir.
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3.9. RNA MIKTAR TAYIiNi

Orneklerin RNA konsantrasyonlarini belirlemek ve safliklarini tespit etmek {izere
“Thermo Scientific Nanodrop 2000c” UV-Vis spektrofometre kullanildi. Her RNA
Ol¢timii oncesi, orneklerin koyuldugu alt 6lglim ayag: “Elution Buffer” ile temizlendi.
Referans soliisyon olarak 1.5 pL “Elution Buffer” okutuldu; daha sonra érnekler 1.5 pL

miktarda okutuldu.

3.10. RNA'NIN AGAROZ JELDE YURUTULMESI

RNA izolasyonun basarili oldugunu total RNA’nin yaklasik %85’ini olusturan biiyiik ve
kiigiik ribozomal RNA alt birimlerini gozlemlemleyerek anlayabiliriz. Bunun igin

ornekler 40 mL %1°lik agaroz jelde yiirtitiildii.

Tablo 3.6: Agaroz jelin hazirlanmasinda ve goriintiilenmesinde kullanilan cihaz ve
malzemeler.

Cihaz ve malzemeler
Mikrodalga firin

UV jel goriintiileme sistemi
Elektroforez

TAE tamponu

EtBr (“Ethidium Bromide™)
Bromfenol mavisi

1 kb “DNA Ladder”

0.4 g agaroz ve 40 mL TAE erlene koyuldu; mikrodalgada kaynatilip ¢oziilmesi
saglandi, agaroz tamamen c¢oziildiikten sonra sogumaya birakildi. Yaklagik 50 °C
sicakliga geldiginde 2 pL EtBr eklendi ve iyice karistirildi. Elektroforez kasetine tarak
yerlestirildi; karisgim elektroforez kasetine dokiildii ve oda sicakliginda polimerize
olmasi i¢in yaklagik 15 dk beklendi. Jel katilaginca tarak sokiildii; elektroforez kaseti jel
ile beraber elektroforez tankina yerlestirildi; jelin iizerini ortecek seviyeye gelene dek
elektroforez tankina TAE tamponu dokiildii. Her bir 6rnek i¢in 2 pLL bromfenol mavisi

ve 10 pL ornek bir parafilm iizerinde pipetaj ile karigtirilip jeldeki kuyulara birakilds;
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bir kuyuya 2 pL 1 kb’lik “DNA Ladder” marker olarak birakildi. Elektroforez cihazi 70

V’°da 15 dakika ¢aligtirilds; jel goriintiileme cihazinda goriintiilendi.

3.11. TERS TRANSKRIPTAZ iLE RNA’DAN CDNA ELDE EDILMESI

DNA RNA’dan daha kararli bir molekiil oldugu icin, 6rnekler saklanmadan oOnce
“Qiagen QuantiTect Reverse Transcription Kit” ticari kiti kullanilarak cDNA’ya

cevrildi.

Tablo 3.7: RNA'dan cDNA eldesi i¢in kullanilan cihaz ve malzemeler.

Cihaz ve malzemeler
“Biorad T100 Thermal Cycler” per cihazi

“Qiagen QuantiTect Reverse Transcription Kit”

Kullanilan ticari kitin 6nerdigi protokole gore drnekler 1000 ng RNA igerecek miktarda
kullanildi. Calismalar buz {izerinde yapildi. Genomik DNA eliminasyonu i¢in steril pcr
tiipiine 2 pL “gDNA Wipeout Buffer 7x” ve 1ug RNA icerecek hacimde 6rnek eklendi.
Son hacim 14 pL olacak sekilde “RNase free” su eklendi. Pcr tiipleri 42 °C’de 2 dk
PCR cihazinda inkiibe edildi; hemen sonra tekrar buza koyuldu. Ters transkripsiyon i¢in
steril PCR tiipiine 1 pL “Quantiscript Reverse Transcriptase”, 4 pL “Quantiscript RT
Buffer 5x” ve 1 pL “RT Primer Mix” eklendi; bir dnceki adimda elde edilen genomik
DNA elimimasyonu yapilmis, kalip RNA’lar1 igeren 14 pL karisim eklendi. Son hacim
20 pL olan PCR tiipli, PCR cihazinda 42 °C’de 15 dk inkiibe edildi. Son olarak ters
transkriptazin inaktivasyonu i¢in 95 °C’de 3 dk inkiibe edildi. Elde edilen cDNA
ornekleri -20 °C’de saklandi.

3.12. GERCEK ZAMANLI PCR (RT-PCR)

Gergek zamanli PCR igin “Roche FastStart Essential DNA Green Master” ticari kiti
kullanildi. Tiim 6rnekler i¢in referans gen olarak GPD3 (“glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase”) kullanildi.
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Anlatimlar1 incelenmek istenen GHTI, GHT2, GHT3, GHT4, GHTS5, GHT6 ve GHTS
hedef genleri; FBP1 ve HXK2 kontrol genleri; ve GPD3 referans geninin primer dizileri

ve Tm degerleri i¢in dnceki caligsmalardan (Kina, 2016) yararlanild.

Tablo 3.8: Ger¢ek zamanli PCR igin kullanilan cihaz ve malzemeler.

Cihaz ve malzemeler

“Roche Light Cycler 480 Instrument II” PCR cihazi

“Roche FastStart Essential DNA Green Master” ger¢ek zamanli PCR kiti

Tablo 3.9: Gergek zamanli PCR programi

Aciklama Sicaklik  Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 98 °C 30 sn
35-40 dongii 98 °C 10 sn
55-60°C  30sn
72 °C 1 dk
Bitis primer uzamast 72 °C 5dk
Saklama 4°C

Ornekler 20X sulandirilarak 1 ng/ pL cDNA konsantrasyonuna getirildi. Calisilacak her
gen icin kuyu basma 10 pL ”SYBR green master mix”, 1 puL sol primer, 1 pL sag
primer, 3 uL “Water PCR grade” su olmak iizere steril tiipte karisim olusturuldu.
Karisimdan “plate® kuyucuklarina son hacim 20 pL olmak iizere 15 pL karisim ve
tizerine 5 puL (5 ng) cDNA 06rnegi eklendi; Negatif kontrol amaciyla kullanilan kuyulara,
cDNA o6rnegi yerine 5 pL “Water PCR grade” su eklendi. “Plate” seffaf folyo ile
kapatilip 30 sn 1500 g’de santrifiij edildi. PCR islemi yukaridaki programa gore “Roche
Light Cycler 480 Instrument II”” cihazinda gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada kontrol grubu olarak kullanilan ve S. pombe SP292 ve deney grubu olarak
kullanilan S. pombe ASPCC320.03 irklariin, yiliksek glukoz iceren “YEL %3 glukoz”
ve glukozsuz “YEL %3 gliserol + %0.1 glukoz” besiyerlerinde, heksoz transporter
genlerinin anlatimlar1 incelendi. Bunun i¢in her iki ik, once yiiksek glukoz iceren
besiyerinde {iretildi. Daha sonra flireyen hiicrelerden yarisi glukozsuz besiyerine
tasinirken, diger yarisi yiiksek glukoz igeren taze besiyerine aktarildi. iki farkli rk ve iki
farkli besiyerinden olusan orneklerin gen anlatim profilleri incelenmek {izere, sirasiyla
RNA izolasyonu, ters transkriptaz ile cDNA sentezi ve relatif gergek zamanli PCR
caligmalar1 yapildi.

4.1. BIYOINFORMATIK ANALIZLER

S. cerevisiae RGT1 ve S. pombe SPCC320.03 iizerinde yapilan biyoinformatik
caligmalar ile, bu iki genin dizi benzerligi yaninda, fonsiyonel ortolog olabileceklerine
dair bulgular elde edildi.

4.1.1. RGT1 ve SPCC320.03’iin BLAST Analizi

S. cerevisiae RGT1 ve S. pombe SPCC320.03 amino asit dizileri olduk¢a korunmustur.
SPCC320.03 proteini 867, RGT1 proteini 1170 amino asit bakiyesi barindirir. Sekil 4.1
ve 4.2°’de iki proteinin amino asit dizilerinin BLAST analizi gosterildi. BLAST
analizinde RGT1’in DNA baglayan domeni (46-76 amino asitleri) dahil protein

dizilerinin olduk¢a korunmus oldugu saptandi.
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Sekil 4.1: S. pombe SPCC320.03 ve S. cerevisiae RGT1 protein dizileri BLAST

analizi: SPCC320.03 (867 bakiye) tistteki, RGT1 (1170 bakiye) alttaki dizidir.
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Sekil 4.2: S. pombe SPCC320.03 ve S. cerevisiae RGT1 protein dizileri BLAST
analizi: kirmiz1 bolgeler homoloji gdsteren, gri bolgeler karsilik gelmeyen bolgeleri
gostermektedir.

4.1.2. SPCC320.03 GO (“Gene Ontology”) Tahminleri

Biyolojik aktivite, molekiiler fonksiyon ve hiicresel kompartiman tahminleri
UniProtKB’de yapildi. Sekil 4.3’de gosterilen S. pombe SPCC320.03 protein dizisinin
UniProtKB GO (“Gene Ontology”) analizinde de SPCC320.03’iin transkripsiyon
faktorii olduguna dair bulgular edlde edildi. SPCC320.03 biyolojik aktivite tahmini:
transkripsiyon, transkripsiyon regiilasyonu; molekiiler fonksiyon tahmini: RNA
polimeraz II transkripsiyon faktorii aktivitesi, DNA baglama aktivitesi, diziye 6zgii
DNA baglama aktivitesi, ¢inko (Zn) iyonu baglama aktivitesi; hiicresel kompartiman

tahmini: niikleus.

GO ("Gene Ontology") tahminleri
Biyolojik Aktivite

@ G0O:0006351 transkripsiyon, DNA-kaliph

@ GO:0006355transkripsiyon regtilasyonu, DNA-kalipli
Molekuler Fonksiyon

81 "RNA polymerase Il transcription factor activity, sequence-specific DNA binding"
77 DNA baglama
@ G0:0008270 zinc iyonu baglama

Hucresel Kompartiman

= G0:0005634 niikleus

Sekil 4.3: S. pombe SPCC320.03 UniProtKB GO (“Gene Ontology”) tahminleri
(“https://www.ebi.ac.uk/interpro/protein/O59780”)
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4.1.3. SPCC320.03 Protein Dizisi Domen Tahminleri

Sekil 4.4’de gosterilen S. pombe SPCC320.03 amino asit dizisi UniProtKB domen
tahmini analizi de SPCC320.03’lin transkripsiyon faktorii olduguna dair bulgulari
destekledi. Analiz sonucunda SPCC320.03 proteinin sahip olabilecegi tahmin edilen
domenler ve diger anotasyonlar Sekil 4.4’de gosterildigi iizere, "Zn(2) C6 fungal-type
DNA-binding domain superfamily" homolog siiper ailesi; "Zn(2) C6 fungal-type DNA-
binding domain superfamily" ve "Fungal transcription factor" domeni; DNA baglama

bolgesi, Zn2+ baglama bolgesi amino asit bakiyesi anotasyonu.

Homolog Super Aileler

o » Homolog slper aile "Zn(2)-
C6 fungal-type DNA-
binding domain

Domenler superfamily”

—_ [C— » Domen "Zn(2)-C6 fungal-
type DNA-binding domain
superfamily" ve

Detayl ar "Transcription factor
domain, fungi"
) IPR036864 "Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain superfamily"
D » G3DSA:4.10.240.10
—_ » SSF57701

[ IPR001138 "Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain"

a» » PS50048

(&) » PS00463

[ » SM00066 (GAL4)
(e » PFO0172 (zn_clus)
> » cd00067 (GAL4)

3 IPR007219 '"Transcription factor domain, fungi"
[———) » PF04082 (Fungal_trans)

Amino asit bakiyesi anotasyonu

([l ] » DNA baglama bdélgesi
na » Zn2+ baglama bélgesi

Sekil 4.4: S. pombe SPCC320.03 amino asit dizisi UniProtKB domen tahminleri
(“https://www.ebi.ac.uk/interpro/protein/O59780”)
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4.2. UREME EGRIiSINiN CIKARILMASI

Ureme egrileri ¢ikarilan S. pombe 1rklari, kullanilan besiyerleri ve iireme siireleri Tablo
4.1°de verildi; besiyerinde iireyen hiicrelerin spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda
dlciilen optik yogunluk grafikleri Sekil 4.5’de goriilmektedir. Olgiilen degerlere gore 24
saat sonunda her iki 1rk da logaritmik iireme fazini devam ettirmektedirler. Her iki 1rk

icin logaritmik fazin ortas1 16 saat olarak saptandi.

Tablo 4.1: Ureme egrisi gikarilan S. pombe 1rklari ve iiretildikleri besiyerleri.

Irk Besiyeri Ureme siiresi
S. pombe ASPCC320.03 YEL %3 glukoz 24 saat

S. pombe SP292 YEL %3 glukoz 24 saat
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0,6

——ASPCC320.03
05

SP292

0,4

OD Degeri

0,2

0,1

Saat

ekil 4.5: S. pombe ASPCC320.03 ve SP292 irklarina ait lireme grafigi: x-ekseni saat,
p grang
y-ekseni ise OD degerlerini gostermektedir.

4.3. RNA iZOLASYONU

RNA izolasyonu i¢in iiretilen S. pombe 1rklari, kullanilan besiyerleri ve lireme siireleri
Tablo 4.2°de ve Tablo 4.3’de verildi: Ik 12 saat Tablo 4.2°deki gibi, %3 glukoz iceren

YEL besiyerinde iiretilen hiicreler, daha sonra Tablo 4.3’deki besiyerlerine tagindilar.
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Tablo 4.2: RNA izolasyonu yapilan S. pombe 1rklar ve tiretildikleri besiyerleri (0-12

saat).
Irk Besiyeri Ureme siiresi
S. pombe ASPCC320.03 YEL %3 glukoz 12 saat
S. pombe SP292 YEL %3 glukoz 12 saat

Tablo 4.3: RNA izolasyonu yapilan S. pombe 1rklan ve tiretildikleri besiyerleri (12-16

saat).
Irk Besiyeri Ureme siiresi
S. pombe ASPCC320.03 YEL %3 glukoz 4 saat
S. pombe ASPCC320.03 YEL %3 gliserol + %0.1 glukoz 4 saat
S. pombe SP292 YEL %3 glukoz 4 saat
S. pombe SP292 YEL %3 gliserol + %0.1 glukoz 4 saat

12-16 saat araliginda Tablo 4.3’deki besiyerlerinde iiretilen S. pombe hiicrelerinden, 2
ornek yliksek konsantrasyonda glukoz iceren besiyerinden (YEL %3 glukoz), 2 6rnek
glukozsuz besiyerinden (YEL %3 gliserol + %0.1 glukoz) olmak iizere toplam 4 6rnek
elde edildi.

Uretilen 4 &rnegin RNA izolasyonu bélim 3.8°de aciklandigi sekilde yapildi. Elde
edilen total RNA %1’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Orneklerin RNA igerdigine ve
RNA’nin yikima ugramadigina isaret eden biiylik ve kiiclik ribozomal RNA alt

birimlerin %1’lik agaroz jeldeki goriintiisii Sekil 4.6 ve 4.7’ de goriilmektedir.
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Sekil 4.6: %1°lik agaroz jelde yiiriitiilen total RNA &rnekleri: 1: S. pombe
ASPCC320.03 (YEL %3 glukoz); 2: S. pombe ASPCC320.03 (YEL %3 gliserol +
%0.1 glukoz); 3: S. pombe SP292 (YEL %3 glukoz); 4: S. pombe SP292 (YEL %3

gliserol + %0.1 glukoz)

Sekil 4.7: %1’lik agaroz jelde yiiriitiilen total RNA &rnekleri: 1: S. pombe
ASPCC320.03 (YEL %3 glukoz); 2: S. pombe ASPCC320.03 (YEL %3 gliserol +
%0.1 glukoz); 3: S. pombe SP292 (YEL %3 glukoz); 4: S. pombe SP292 (YEL %3

gliserol + %0.1 glukoz); M: Marker (1 kb “DNA Ladder”)
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4.4. GERCEK ZAMANLI PCR

SPCC320.03 tahmini transkripsiyon faktoriinlin anlatimlarini diizenledigi tahmin edilen
GHTI, GHT2, GHT3, GHT4, GHT5, GHT6 ve GHTS heksoz transporter genlerinin
anlatim profilleri S. pombe SP292 ve ASPCC320.03 wklarinda ger¢ek zamanli PCR
yapildi. Tablo 4.3’deki orneklerden elde edilen cDNA’lar ile gergeklestirilen, gercek
zamanli PCR sonuglar1 Sekil 4.8 - 4.12°de goriilmektedir. Relatif gen anlatimi

hesaplamalar1 2-22¢t formiiliine gore yapilmustir.

Gergek zamanli PCR verisinin normalizasyonu i¢in tiim Orneklerde, S. pombe GPD3
geni (gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz) referans gen olarak kullamildi. GPD3

okaryotlarda oldukca korunmustur, "housekeeping" siifinda kabul edilir.

FBPI ve HXK2 genleri deneyin dogru yapildigint anlamak tizere kontrol genleri olarak
kullanildi. FBP1 (fruktoz-1,6-bifosfataz) oOkaryotlarda korunmus glukoneogenez
regiilatorii bir enzimdir. S. pombe'de FBPI anlatimi glukoz agliginda artar (Adachi ve
dig., 2018). S. pombe HXK2 (hekzokinaz), transporterler ile hiicre i¢ine alinan glukoz
ve fruktozu fosforilleyerek glikolize yonlendirir. HXK2 anlatimi1 glukoz varliginda azalir

(Petit ve dig., 1996).
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Sekil 4.8: S. pombe SP292 1rkinin yiiksek glukoz ve glukozsuz besiyerinde heksoz
transporter genlerinin relatif anlatimlar.

Sekil 4.8’de kontrol 1wkt SP292°nin iki farkli besiyerindeki gen anlatimlarinin
kargilagtirilmasi gosterilmektedir. Glukozsuz besiyerinde GHT'I geni ortalama 4,18 kat
artarken, GHT2 1,25 kat, GHT3 37,62 kat, GHT4 36,72 kat, GHT5 14,20 kat, GHT6
16,60 kat, GHTS 2,88 kat, HXK?2 6,58 kat, FBP1 ise 23,68 kat artmistir.

Grafige gore GHT2 geninin anlatimi iki farkli besiyerinde anlamli bir degisiklik
gostermemektedir. Glukozsuz besiyerinde HXK2 ve FBPI kontrol genlerinin anlatimi

beklendigi sekilde artmistir.
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Sekil 4.9: S. pombe ASPCC320.03 1rkinin yiiksek glukoz ve glukozsuz besiyerinde
heksoz transporter genlerinin relatif anlatimlar.

S. pombe ASPCC320.03 wrkinin iki farkli besiyerinde gen anlatim profili Sekil 4.9°daki
gibidir. Glukozsuz besiyerinde GHTI geni ortalama 13,74 kat artmistir; GHT?2 2,60 kat,
GHT3 9,49 kat, GHT4 15,59 kat, GHT5 10,04 kat, GHT6 8,97 kat, GHTS 1,41 kat,
HXK?2 3,60 kat, FBP1 ise 30,20 kat artmustir.

Kontrol genleri HXK2 ve FBPI’in anlatimlari, SP292 susunda oldugu gibi glukozsuz
besiyerinde artmistir. ASPCC320.03 wrkinda FBPI ekspresyonundaki artis SP292’ye
gore daha fazla olmustur. GHTI’in anlatiminda da benzer sekilde daha belirgin bir artig
gozlemlenmistir. Glukozsuz besiyerinde, SP292 irkinda GHT3 ve GHT4 genlerinin
anlatimlar1 yaklasik 35-40 kat artarken, ASPC320.03C wrkinda artis yaklasik 10-15 kat

olmustur.
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Sekil 4.10: S. pombe ASPCC320.03 ve SP292 irklarimin yiiksek glukoz ve glukozsuz
besiyerlerinde heksoz transporter genlerinin relatif anlatimlari.
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Sekil 4.10 tiim ornekleri bir arada gostermektedir. Kontrol olarak yliksek glukoz
besiyerinde tireyen SP292 Ornegi kullanilmistir. Her iki wrkta da, tiim genlerin

anlatiminin glukozsuz besiyerinde arttig1 goriilmektedir.

4,5

Kontrole Gore Gen Anlatim Orani

4]

m SP292 Glukoz (Kontrol)
4
m ASPCC320.03 Glukoz
1
0,
GHT2 GHT3 GH

GHT1 GHT4 5 GHT6 GHTS8 HXK2 FBP1

Sekil 4.11: S. pombe ASPCC320.03 ve SP292 wrklariin yiiksek glukoz besiyerinde
heksoz transporter genlerinin relatif anlatimlar.

Sekil 4.11’de her iki wkin yiliksek glukoz besiyerindeki gen anlatimlari
karsilagtirilmistir. Kontrol olarak SP292 kullanilmistir. ASPCC320.03 wrkinda GHT1
geninin anlatim1 3,30 kat daha az olmustur; GHT2 ise 1,98 kat, GHT4 1,05 kat, FBPI
1,40 kat daha diisiik eksprese edilmistir; ASPCC320.03 irkinda anlatimlar1 daha yiiksek
olan genlerden GHT3 4,39 kat, GHTS 2,10 kat, GHT6 1,89 kat, GHTS 1,92 kat, HXK2
ise 1,54 kat daha ytiksek eksprese edilmistir.

ASPCC320.03 GHTI ve GHT2 genleri, SP292 ile karsilagtirldiginda diisiik anlatim

gosterdikleri ve GHT3’{in anlatiminda belirgin bir artig goriilmektedir.
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Sekil 4.12: S. pombe ASPCC320.03 ve SP292 1rklarinin glukozsuz besiyerinde heksoz
transporter genlerinin relatif anlatimlari.

Sekil 4.12 ise her iki wrkin glukozsuz besiyerindeki anlatimlarint karsilastirmaktadir.
GHT4 disinda anlamli bir degisim goriilmemektedir. Glukozsuz besiyerinde S. pombe
ASPCC320.03 wrkinin SP292 1rkina gore GHT4 geninin ekspresyonunda ortalama 2,85

kat diisme goriilmiistiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Schizosaccharomyces pombe, diger adiyla fizyon mayasi S. cerevisiae’dan sonra en ¢ok
caligilan mayadir. Metazolar ile daha ¢ok homoloji gostermesi (Wood ve dig., 2002)
sebebi ile DNA onarimi, DNA replikasyonu ¢aligmalarinda énemli bir model organizma
olmustur. Diger fizyon mayalar1 S. octosporus, S. cryophilus ve S. japonicas’in
genomlart yakin zamanda dizilenmis ve S. pombe ile ¢ok yiiksek diizeyde homoloji

gosterdikleri anlagilmistir (Rhind ve dig., 2011).

Saccharomyces cerevisiae, genomu dizilenen ilk okaryottur (Goffeau ve dig., 1996),
yiiksek glukoz ortaminda etanol fermantasyonu yapar (Diaz-Ruiz ve dig., 2009). S.
cerevisiae, iiredigi ortamdaki degisken glukoz konsanstrasyonlarina en verimli cevabi
verir: yiiksek glukoz konsantrasyonunda diisiik afiniteli glukoz transporterlerin anlatimi
yapilir; glukoz tiikenmeye basladiginda ise diisiik afiniteli glukoz transporterlerin

anlatimi baskilanir, yiiksek afiniteli glukoz transporterlerin anlatimi yapilir.

Piskur ve arkadaslar1 mayalarda aerobik fermentasyona olanak saglayan ortamin
yaklagik 125 my Once bitkilerde meyvenin evrimi ile ortaya ciktigini sdylemislerdir
(Piskur ve dig., 2006). Mayalarda goriilen aerobik fermentasyon, diger adiyla Crabtree
etkisi (Lagunas, 1979), Warburg etkisi gosteren kanser hiicrelerine benzerlik gosterir.
Yiiksek glikoliz aktivitesi gosteren kanser hiicreleri, normalden daha fazla miktarda
glukoz tiiketirler. Glikolizden elde edilen enerji diisiik olsa da, elde edilen yan iiriinler

biyokiitle olusturma ve hizli béliinme i¢in gereklidir.

Bu c¢alismada S. pombe glukoz transporter genlerinin diizenlenmesini agikliga
kavusturmak amaciyla glukoz sinyali, glukoz transportu ve glukoz metabolizmasi en

cok calisilan model organizmalardan olan S. cerevisiae’dan yararlanilmistir.

S. cerevisiae RGT1 transkripsiyon faktorii, glukoz transport edebilen heksoz transporter
genlerinin (HX7) anlatimimi glukoz varligina bagli olarak diizenler. Glukoz yokken,
MTHI1 RGT1 ile kompleks olusturur; RGT1-MTH1 kompleksi DNA’da HXT genlerinin
diizenleyici bolgelerine baglanir; genel korepresor komplesi SSN6-TUP1 DNA’ya baglh
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RGT1’e baglanir ve HXT genlerinin anlatimi baskilanir. Glukoz varlifinda MTH1
degrade edilir, MTH1 RGT1’e baglh degilken PKA RGT1’i fosforlar ve bu hem SSN6-
TUP1’in RGT1’e baglanmasini engeller, hem de RGT1’in DNA’dan kopmasini saglar;

HXT genleri dereprese edilmis olurlar.

S. cerevisiae RGT1 ve S. pombe ortologu SPCC320.03 tahmini transkripsiyon faktorii
tizerinde yapilan biyoinformatik ¢alismalar ile, bu iki genin dizi benzerligi yaninda,
fonsiyonel ortolog olabileceklerine dair bulgular elde edildi. Once RGT1 ile S. pombe
SPCC320.03 proteinlerinin BLAST analizi yapildi. RGT1’in DNA baglayan domeni
(46-76 amino asitleri) dahil protein dizisinin tamamimin SPCC320.03’de oldukca
korunmus oldugu saptandi. SPCC320.03 proteininin GO (“Gene Ontology’) anotasyonu
ve domen tahmini analizinde SPCC320.03’ilin transkripsiyon faktorii olduguna dair

bulgular desteklendi.

Elde edilen biyoinformatik bulgular1 desteklemek tizere SPCC320.03’iin, S. pombe
heksoz transporter genleri (GHT) iizerindeki etkisi, ger¢ek zamanli PCR ile incelendi. S.
pombe SP292 irkinda, glukoz achiginda GHT3, GHT4, GHT5 ve GHT6 genlerinin
anlatimlar1 artarken; GHTI, GHT2 ve GHTS genlerinde belirgin bir degisim
gozlemlenmedi. S. pombe ASPCC320.03 irkinda ise, glukoz yoklugunda GHT! geninin
anlatiminda belirgin bir artis gozlendi; GHT3, GHT4, GHT5 ve GHT6 genlerinin
ekspresyonundaki artis oransal olarak SP292’ye gore daha diisiik oldugu gézlemlendi.

S. cerevisiae’da RGTI delesyonu HXTI ekspresyonunun glukoz ile indiiklenmesinde
diistise, diger HXT genlerinin ise devamli ekspresyonuna sebep olur. S. pombe
SPCC320.03 geninin delesyonu, glukoz yoklugunda GHTI ve GHT2 genlerinin
derepresyonunda artisa, GHT3 ve GHT4 genlerinin derepresyonunda ise azalmaya
sebep oldugu gosterildi. S. pombe SPCC320.03’ilin S. cerevisiae RGT1’in fonksiyonel
ortologu oldugu ve GHTI, GHT2, GHT3 ve GHT4 heksoz transporter genlerinin

anlatimlarii glukoz varligina bagli olarak diizenledigi sonucuna varildi.
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