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Oz

Hiicre ici trehaloz birikimi maya hiicrelerinin farkli ¢evresel streslere karsi olusturdugu fizyolojik cevaplardan
birisidir. Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinde trehaloz miktar1 hiicre dongusiiniin farkli agamalarinda
farkli miktarlarda bulunmakta olup kronolojik yasam uzunlugunu etkilemektedir. Stres kosullarinda biriktirilen
trehalozun yikimindan sorumlu nétral trehalaz enzimini kodlayan NTH1 geninin ekspresyonu farkli sinyal
yolaklar1 tizerinden kontrol edilmektedir. Bu yolaklardan bir tanesi TOR sinyal yolagi olup ayn1 zamanda bu
yolak maya hiicrelerinin kronolojik yasam uzunlugunu etkileyen Tecl transkripsiyon faktoriiniin de stabilitesini
etkilemektedir. Trehaloz sentezinden ve yikimimdan sorumlu genlerin promotor bolgelerinin analizinde NTH1
promotorundan tespit edilen TCS elementleri Tecl proteinin NTH1 geninin regiilasyonunda gorev alma
olsiligin1 kuvvetlendirmektedir. Tecl transkripsiyon faktoriiniin NTH1 gen ekspresyonuna etkisini belirlemek
amaciyla, yaban tip ve Atecl S. cerevisiae maya hiicrelerine NTH1 promotor bolgesi ve LacZ gen fiizyonu
iceren plazmit aktarilmistir. Kuvvetli azot ve zayif azot kaynaklarinda, Tecl proteinin varliginda ve yoklugunda
maya hiicrelerinin trahaloz birikimleri ve NTH1 gen ekspresyon miktarlar1 enzimatik olarak belirlenmistir. Tecl
proteininin yoklugunda NTH1 geninin aktive oldugu ve trehaloz birikiminin oldukg¢a azaldigi belirlenmistir.
Elde edilen sonuglar Tecl transkripsiyon faktoriiniin 6zellikle normal i{ireme kosullarinda NTH1
transkripsiyonunun negatif diizenlenmesi igin gerekli oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: NTH1, Teclp, trehaloz, Saccharomyces cerevisiae

The Effect of Tecl Transcription Factor on NTH1 Gene Expression

Abstract

The intracellular accumulation of trehalose is one of the physiological response of yeast cells to different
environmental stresses. The amount of trehalose in the cell changes during the phases of cell cycle and affects
the chronological life span of Saccharomyces cerevisiae yeast cells. The expression of the NTH1 gene, which
encodes the neutral trehalase enzyme responsible from the stress-accumulated trehalose breakdown, is
controlled through different signaling pathways. TOR signaling system, one of these pathways, regulates the
stability of Tecl protein which controls the chronological life span of yeast cells. The detection of TCS elements
in NTH1 promotor region enhances the probability of NTH1 gene regulation by Tecl. In order to determine the
effect of Tecl transcription factor on NTH1 gene expression, Nth1l-LacZ gene fusion plasmid was transformed
to wild type and Atecl mutant S. cerevisiae yeast cells. The amount of NTH1 gene expression and trehalose
accumulation were determined in the presence of good and poor nitrogen sources both in wild type and mutant
yeast cells. The results showed that in the absence of Tecl protein NTH1 gene was activated and trehalose
accumulation decreased considerably at normal growth conditions. These results revealed that, Tecl
transcription factor is essential for negative regulation of NTH1 transcription, especially under abundance of
nutrient.

Keywords: NTH1, Teclp, trehalose, Saccharomyces cerevisiae

1. Giris
Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinde
besin ve feromon bagimli gerceklesen hiicre
boliinmesi ve gelisimi Tecl transkripsiyon
faktorii ile kontrol edilmektedir. Besin

*Sorumlu Yazar: tturgutgenc@comu.edu.tr

acliginda Tecl (Transposon Enhancement
Control 1) proteini Stel2 transkripsiyon
faktorii ile birlikte pseudohifsel iiremeden
sorumlu genlerin promotorlarinda bulunan
TCS (TEA/ATTS Consensus Sequence)
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elementlerine baglanarak transkripsiyonlarini
aktive etmektedir (Madhani ve Fink., 1997).
Feromon varliginda ise Tecl-Stel2 dimerik
yapt ayrilir ve Stel2 proteini homodimer
olusturarak ‘Mating Type Switch’
programinin baglamasi i¢in gerekli olan
genleri aktitlestirerek spor olusturmaktadir
(Bao ve ark., 2004). Besin kisitlamasinin veya
feromon iretiminin olmadigi durumlarda ise
Tecl transkripsiyon faktorii S. cerevisiae
maya hiicrelerinde tomurcuklanarak iireme
icin gerekli olan genlerin promotorlarina
baglanarak transkripsiyonlarini
diizenlemektedir. Maya hiicrelerinde
gerceklesen bu morfolojik gecisler Tecl
aracth MAPK sinyal yolagi ile regiile
edilmektedir.

MAPK sinyal yolagi gibi besin miktarina gore
regiile edilen TOR sinyal yolagida hiicre
dogiistinii ve pseudohifsel-vegetatif tireme
geciglerini kontrol etmektedir (Heitman ve
ark., 1991; Barbet ve ark., 1996; Cutler ve
ark., 2001). Her iki sinyal yolagida Tecl
transkripsiyon  faktdrii  araciligiyla  bu
olaylarin koordineli bir sekilde hiicrede
gergeklesmesini saglamaktadir (Briickner ve
ark., 2011). TOR sinyal yolaginin rapamisin
ile inhibisyonu Tecl proteininde oldugu gibi
kronolojik  yasam  uzunlugunu (CLS)
artirmaktadir (Powers ve ark., 2006; Briickner
ve ark.,, 2011). Disiik azot kaynagi ve
rapamisin TOR sinyal yolagin1 bakilamasina
ragmen, Tecl proteini iizerinde olusturdugu
etki farklidir. Azot achigi Tecl protein
stabiltesini artirrirken, rapamisin Tecl protein
stabilitesini azaltmaktadir. Ayrica TOR sinyal
yolagi Tecl proteininin niikleer
lokalizasyonunu etkilememektedir (Briickner
ve ark., 2011).

Kalori  kisitlamasina  ugrayan  maya
hiicrelerinde hiicre i¢i trehaloz miktari
kronolojik yasam uzunlugunu

degistirmektedir (Kyryakov ve ark., 2012). S.
cerevisiae maya hiicrelerinde hiicre ici
trehaloz miktar1 sentez ve yikimdan sorumlu
genlerin sik1 bir sekilde regiile edilmesiyle

belirli bir seviyede tutulmaktadir. Trehaloz
sentezi  Tpsl, Tps2, Tps3 ve Tsi1
proteinlerinin olusturdugu TPS (Trehalose
Phospahte Synthase) enzim kompleksiyle,
yikimi ise NTH1 geni tarafindan kodlanan
notral trehalaz enzimi ile gergeklesmektedir
(Bell ve ark. 1998; Elbein ve ark. 2003). Go

(quiescence)  sathasina  gecen  maya
hiicrelerinde, Tsll  proteininin  yoklugu
trehaloz  miktarinin ~ diismesine, protein

agregasyonunun azalmasina ve bunlara bagl
olarak kronolojik yasam siiresinin uzamasina
neden  olmaktadir.  Nthl  proteininin
yoklugunda ise trehaloz miktarinin artmasi ve
buna bagimli protein agregasyonunun artmasi
kronolojik yasam siiresini kisaltmaktadir
(Kyryakov ve ark., 2012).

Tecl ve Nthl proteinlerinin kronolojik yasam
stiresi lizerine pozitif etkilerinin varlig (i); ve
TOR sinyal sisteminin Tecl stabilitesini ve
NTHL1 gen ekspresyonunu regiile etmesi (ii),
Tecl transkripsiyon faktoriinin NTH1 gen
ekpsresyonunun  diizenlenmesinde  roli
oldugunu diisiindiirmektedir.  Calismaya
baslamadan 6nce TPS kompleksini olusturan
genlerin (TPS1, TPS2, TPS3 ve TSL1) ve
NTH1 geninin promotor bdlgeleri incelenmis
ve yalnizca NTH1 promotor bélgesinde Tecl

baglanma  dizisinin  bulundugu  tespit
edilmistir. Bu nedenle c¢alismada Tecl
transkripisyon  faktoriinin ~ NTH1  gen
ekspresyonuna etkisinin belirlenmesi

amactyla NTH1 promotor boélgesini igeren
plazmid yaban tip ve TEC1 mutasyonu tagiyan
maya hiicrelerine transform edilerek promotor
aktivasyonu enzimatik olarak belirlenmistir.
Ayrica yaban tip ve mutant maya hiicrelerinin
hiicre i¢1 trehaloz birikimleri yine enzimatik
yontemle belirlenmistir. Calisma sonucunda
Tecl transkripsiyon faktoriinin NTH1 gen
ekpsresyonunun baskilanmasinda gorev aldigi
ve trehaloz birikimini pozitif yonde etkiledigi
tespit edilmistir. Yapilan calisma ile NTH1
geninin regiilasyonunda roli olan
transkripsiyon faktorlerinden bir tanesi daha
belirlenerek literatiire katkida bulunulmustur.
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2. Materyal ve Metot

2.1. Maya Suslari, Plazmitler ve Ureme
Kosullan

Calismada kullanllan BY4741 yaban tip
(MATa, his341, leu2A0, met1540, ura340) ve
Atecl (MAT a, his3A1; leu2A0; metl15A0;
ura340; YBR083w: kanMX4) S. cerevisiae
maya suslar1 EUROSCARF (European
Saccahromyces cerevisiae  Archive for
Functional Analysis) maya koleksiyonundan
alimmastir. Atecl/ mutant maya susu BY4741
maya susu ile izogenik olup TEC1 gen
mutasyonu tagimaktadir. Calismada Suc2-
LacZ ve Nthl-LacZ gen flizyonunu igeren
YEp plazmitleri kullanilmistir. Nthl-LacZ
gen filizyonunu iceren plazmitte NTH1
promotorunun -770b¢ uzunlugundaki bolgesi
bulunmakta olup, bu bolge NTH1 geninin
ekspresyonu i¢in gerekli kontrol bolgelerini
icermektedir (Parrou ve ark., 1997). SUC2

geninin ekspresyonu glikoz ile regiile
edildiginden ¢alismamizda Suc2-LacZ gen
fizyonu kontrol gen flizyonu olarak

kullanilmistir (Tiirkel ve ark., 2003).

Plazmit amplifikasyonu i¢in E. coli MACH3a
bakteri hiicreleri kullanilmistir. Plazmitlerin
bakteri hiicrelerine transformasyonu CaCl»-
MgCl, yontemi ile seleksiyonu ise ampisilin
iceren iireme ortaminda gerceklestirilmistir
(Ausubel ve ark.,, 1993). Plazmitler
saflastirma kiti (Thermo Scientific; GeneJET
Plasmid Miniprep Kit; #K0502) kullanilarak
saflastirilmis ve -20 °C ‘de stoklanmustir.
Suc2-LacZ ve Nthl-LacZ gen fiizyonunu
iceren plazmitlerin BY4741 ve Atecl maya
suslarmma transformasyonu lityum asetat-
polietilen glikol (LiOAc+PEG) yontemi ile
yaptlmistir  (Rose  ve ark.,  1990).
Transformant maya suslarinin seleksiyonu
icin urasil igermeyen YNBD-HLM (%0,16
Yeast Nitrogen Base; %2 Dextrose; %0,2
Histidine; %0,3 Leucine; %0,2 Methionine; %
0,5 Ammonium sulfate) kati besiyeri
kullanilmustir.

Maya suslarinin ikilenme stirelerini (Doubling
Time, Dt) ve spesifik ilireme oranlarimi
(Specific Growth Rate, p) belirlemek igin,
maya hiicreleri %0,2 Uracil iceren YNBD-
HLMU siv1 iireme ortaminda 30 °C’de 125
rpm/dk sabit calkalama ile 48 saat inkiibe
edilmistir. Bu siire boyunca her iki saatte
ornek alarak spektrofotometrede ODeoo
absorbans degeri Ol¢iilmiis ve bu degerleri
‘LogA’ hiicre sayilar1 hesaplanarak zamana
kars1 grafigi ¢izilmistir. Bu grafik kullanilarak
logaritmik  olarak  {ireyen  hiicrelerin
bulundugu zaman araligina (2-10 saat) kars1 In
hiicre sayilarinin grafigi c¢izilmistir. Bu
grafikten ise maya suslarinin ikilenme stireleri
ve spesifik bliylime oranlar1 hesaplanmistir.
Olgiimler ii¢ kez tekraralanarak ve standart
sapma degerlerinin %10’dan daha diisiik
oldugu belirlenmistir.

Transformant maya hiicrelerinin YNBD-
HLM sivi  besiyerinde iiretilen gecelik
kiiltiirlerinden taze besiyerine ODgoo degeri ~
0,2-0,3 gelecek sekilde hiicreler aktarilmig ve
ODesoo degeri ~ 0,8-1,0 olana kadar 30 °C’de
125 rpm/dk sabit calkalama ile inkiibe
edilmistir. Eksponensiyel asamadaki hiicre
kiltirii iki esit kisma bdliinerek birinci
kistmdaki  hiicreler stres oOncesi  beta-
galaktozidaz enzim aktivitesi ve trehaloz
miktarinin  belirlenmesinde  kullanilmistir.
Diger kisimdaki hiicreler ¢oktiiriilerek
yikanmis ve 0,1 % prolin iceren YN-HLM s1v1
besiyerine aktarilmigtir. Azot acligina maruz
birakilan hiicreler 4 saat 30 °C’de sabit
calkalama ile inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda hiicreler p-galaktozidaz enzim
aktivitesinin ve hiicre i¢i trehaloz miktarinin

belirlenmesi  i¢in  ¢oktiiriilmiistir. Tim
deneyler iiglii setler olarak yapilmis en az ii¢
kez tekrarlanmis ve standart sapmalari
hesaplanmustir.

2.2. Enzim Aktiviteleri

Farkl1 lireme kosullarinda tiretilen
transformant maya  hiicrelerinin  beta
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galaktozidaz enzim aktivitesi daha 6nce rapor
edildigi gibi yapilmigtir (Guarente ve Ptashe,
1981). Breaking buffer iginde ressupend
edilen maya hiicrelerinin tizerine 20 pl %0,1
SDS ve 20 pl Kloroform eklenerek hiicre
lizatlart hazirlanmigtir. 30 pl hiicre lizat1 970
ul Z-Buffer iizerine eklenerek reaksiyonun
baglamast i¢cin 200 pl ONPG substrati
eklenmis ve zaman kaydedilmistir. Sar1 renk
olusumu ile birlikte, 0,5 ml 1M Na>COz
eklenerek enzimatik reaksiyonunun
durdurulma siiresi kaydedilmistir. Hiicreler
coktiirtilerek slipernatantin
spektrofotometrede ODa2o absorbans degeri
kaydedilmistir. Transformant maya
hiicrelerindeki toplam protein miktar1 100ul
Folin ¢ozeltisi (Folin Ciocalteu’s Phenol
Reagent) kullanilarak daha once anlatildigi
gibi Lowry metodu ile belirlenmistir (Lowry
ve ark., 1951). B-galaktozidaz aktiviteleri
iinite cinsinden hesaplanmis ve bir {inite
enzim dakikada hidroliz edilen nmol
ONPG/mg toplam protein olarak verilmistir.

Yaban tip ve mutant maya suslarinin trehaloz
birikimleri 20-40 mg yas maya hiicresi
kullanilarak belirlenmistir. Hiicre pelletinin
tizerine 250 pl 0,25M Na2COs eklenerek 2
saat kaynatilmistir. Bu siire sonunda hiicre
lizatlariin tizerine 150 pl 1M Asetik Asit ve
600 pl 0,2M NaOAc eklenerek hafifce
karistiritlmistir. Daha sonra hiicre lizati
tizerine 3mU Trehalaz enzimi (Sigma T-8778)
eklenerek 37 °C’de 18 saat siire ile
inkiibasyona  birakilmigtir ~ (Parrou  ve
Frangois, 1997). Bu siire sonunda hiicreler
¢okturiilmiis ve trehalaz enziminin trehalozu
parcalamasiyla ortaya ¢ikan glikoz miktar
GOD-POD (Glikoz Oksidaz-Peroksidaz)
yontemi kullanilarak belirlenmistir (Goldstein
ve Lampen, 1975). GOD-POD rekasiyonu
sonucunda olusan rengin ODsss absorbans
degeri spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir.
Lizatlarda bulunan glikoz miktarlar glikoz
standart ¢ozeltisinin igerdigi glikoz miktarina
gére hiicrenin yas agirligi  lizerinden
normalize  edilerek  miligram  hiicrede

biriktirilen mikrogram glikoz olarak (ug
glikoz/mg hiicre yas agirlig1) hesaplanmistir.
Tiim enzimatik deneyler ikili ve iicli setler
olarak en az {i¢ kez tekraralanmis ve standart
sapmalar1 belirlenmistir.

3. Bulgular

Calismada kullanilan yaban tip ve Atecl
mutant maya suslar1 urasil igeren minimal
iireme ortaminda ikilenme siireleri ve spesifik
biiyiime oranlar1 hesaplanmistir. Yaban tip
maya susunun ikilenme siiresi 2 saat 26
dakika ve spesifik biliylime orani 0,2848
olarak, Atecl mutant maya susunun ikilenme
stiresi 2 saat 42 dakika ve spesifik biiylime
orani 0,2564 olarak belirlenmistir. Yaban tip
maya susu hiicre dongiisiinii yaklasik olarak
2,5 saatte tamamlarken Atec/ mutant maya
susunun hiicre dongiisiinii yaklasik olarak 3
saatte tamamladig1 tespit edilmistir. Ureme
kosullarinda ki degisikligin  hiicreler
iizerindeki metabolik ve genetik etkisini
belirleyebilmek icin, en az bir hiicre
dongiisiinii tamamlamas1 gerekmektedir. Bu
nedenle sonraki basamakta gerceklestirilen
inkiibasyon siireleri yaban tip ve mutant maya
susU icin 4 saat olarak kullanilmistir.

3.1. Tecl proteininin NTH1
ekspresyonuna etkisi

Nth1l-LacZ ve Suc2-LacZ gen fiizyonu igeren
plazmitlerin yaban tip ve Atecl mutant maya
suslarina  transformasyonlar1  yapilarak
logartitmik asamaya kadar {retilmis, gen
ekspresyon seviyeleri ve trehaloz birikimleri
enzimatik olarak belirlenmistir. Yaban tip
maya hiicrelerinde [-galaktozidaz enzim
aktivitesi 76,8+8,6 Unite, Atecl mutant maya
hiicrelerinde ise 551,6+10,1 Unite olarak
hesaplanmistir (Tablo 1). Atecl mutant maya
hiicrelerinde NTH1 ekspresyonunun yaban tip
maya susundan yaklasik 7 kat daha fazla
oldugu gozlenmistir. Teclp yoklugunda
NTH1 transkripsiyonunun artmasi Tecl
proteininin NTH1 geninin baskilanmasinda
gorev aldigini gostermektedir.

gen
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S. cerevisiae maya hiicreleri i¢in glutamin,
glutamat, asparajin ve amonyum kuvvetli ve
tercih edilen azot kaynaklar iken, prolin ve

ire zayif ve tercih edilmeyen azot
kaynaklaridir.  Maya  hiicreleri  iireme
ortamlarinda  kuvvetli azot kaynaginin

varliginda diger zayif azot kaynaklarinin
kullanim1 ile ilgili genlerin ekspresyonunu
azot katabolit represyon (Nitrogen Catabolite
Repression; NCR) mekanizmasiyla
baskilamaktadir (ter Schure ve ark., 2000;
Magasanik ve Kaiser, 2002). Azotun miktar1
ve Kkalitesi hiicre i¢i trehaloz birikimini
etkilemektedir (Parrou ve ark., 1999). Bu
nedenle  c¢alismamizda  kuvvetli  azot
kaynaginda tiretilen maya hiicreleri zayif azot
kaynag1 igeren ortama aktarilarak bir hiicre
dongiisii tamamlamalar1 saglanmis ve daha
sonra hiicrelerde ki NTHZ1 transkripsiyon
miktar1 ve hiicre i¢i trehaloz birikimi
enzimatik olarak belirlenmistir. Yaban tip
maya hiicreleri prolin iceren zayif azot
kaynagina gegirildiklerinde p-galaktozidaz
enzim aktivitesinin yaklasitk 8 kat Atecl
mutant maya hiicrelerinde ise 2 kat arttigi
belirlenmigtir (Tablo 1). Tecl proteininin
yoklugunda NTH1 gen ekspresyonunun
yeterince aktive edilemedigi yaban tip maya
hiicresinden 4 kat daha diisiik oldugu tespit
edilmistir.

SUC2 geni glikoz represyon-derepresyon
mekanizmas1  ile  regiile  edilmektedir
(Neigeborn ve Carlson, 1984). Calismada
kullanilan iireme ortami glikoz igerdiginden
SUC2 geni baskilanmig olup  stress
kosullarinda aktive olamamaktadir. Bu
ndenele SUC2 gen ekspresyonu stress ile
aktive edilemediginden dolayr c¢alismada
kontrol gen fiizyonu olarak kullanilmistir.
Suc2-LacZ transkripsiyon seviyesi kuvvetli
azot kaynaginda yaban tip maya susunda
1,5+0,02 iinite, Atecl maya susunda 0,5+0,01
iinite olarak oOlciiliirken zayif azot kaynagi
iceren ortamda yaban tip maya susunda
0,1+0,01 {inite, Atecl maya susunda 0,1+00,1
iinite olarak Olciilmistiir. Beklendigi gibi

SUC2 gen
ortamda, azot

ekspresyonun glikoz igeren
kaynaginin kalitesine ve
miktarina  bagli  olmaksizin, diistik
seviyededir. Bu  durum  Nthl-LacZ
Ol¢timlerinin dogrulugunu teyit etmektedir.

Tablo 1. Tecl proteininin NTH1 gen
ekspresyonuna etkisi

B-Galaktozidaz Aktivitesi*

Azot
Kaynag Yaban tip Atecl
(NH4)2S04  76,848,6  551,6+20,1
Proline 626,0+=14,6 1177,7+42

* nmol ONPG/dak/mg protein

3.2. Tecl proteininin trehaloz birikimine
etkisi

Trehaloz, S. cerevisiae tarafindan normal
ireme kosullarinda duragan asamada, stres
kosullarinda ise lireme fazindan bagimsiz
olarak biriktirilerek stres kosullar1 sona
erdiginde yikilarak enerji kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Tecl proteininin trehaloz
birikimine etkisini belirleyebilmek igin,
logaritmik olarak tlireyen maya hiicrelerinin
icerdigi trehaloz miktar1 enzimatik olarak
belirlenerek Tablo 2’de verilmistir. Yaban tip
maya hiicrelerinde dl¢iilen trehaloz miktarinin
Atec] mutant maya hiicrelerinde 6lgiilen
trehaloz miktarindan yaklasik 10 kat fazla

oldugu belirlenmistir. NTH1 gen
ekspresyonunun  Atecl  mutant  maya
hiicrelerinde  yiiksek olmasindan dolay1

trehaloz birikiminin azalmasina neden olmus
olabilir.

Tablo 2. Tecl proteininin trehaloz birikimine
etkisi

Azot Trehaloz Miktarr*
Kaynagi Yaban tip Atecl
(NH4)2SO04 277,4+36,8 27,2+6,0

Proline 656,1+26,6 802,2+37

* ng glikoz/mg hiicre yas agirlhigi
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Kuvvetli azot kaynaginda {iretilen maya
hiicreleri zayif azot kaynagi iceren ortama
gecirildiklerinde, trehaloz miktarinin yaban
tip maya hiicrelerinde 2 kat, mutant maya
hiicrelerinde ise 30 kat arttig1 tespit edilmistir
(Tablo 2). Normal kosullarda yaban tip maya
hiicrelerinde  gozlenen trehaloz birikimi
mutant hiicrelerden 10 kat fazla iken, stres
kosullarinda trehaloz birikiminin mutant
hiicrelerle yaklagik ayni seviyede kaldig1
gozlenmistir.

4. Sonug
Tecl  proteini, promotor  bdlgesinde
TEA/ATTS elementlerine sahip genlere
baglanarak, ekspresyonlarini

diizenlemektedir. TOR sinyal yolagi, besin
cesitine ve miktarina bagli olarak Tecl
proteininin aktivitesini kontrol etmektedir.
Zayif azot kaynagi TOR sinyal yolagini
bakilamasina ragmen Tecl proteininin
stabilitesini  artirmaktadir.  NTH1  gen
ekspresyonu agirlikli olarak TOR sinyal
sistemi iizerinden regiile edilmektedir. NTH1
promotor bolgesinde Tecl transkripsiyon
faktoriiniin baglandigi TEA/ATTS
elementleri bulunmaktadir. Normal iireme
kosullarinda NTH1 transkripsiyonu bazal
seviyede gerceklesmesine ragmen Atec/ maya
hiicrelerinde NTH1 gen ekspresyonu aktive
olmaktadir. Bu durum Tecl transkripsiyon
faktoriintin NTH1 transkripsiyonunu negatif
olarak regiile ettigini gostermektedir.

Prolinin varlig1 maya hiicrelerinde diisiik azot
sinyali olusturarak TOR sinyal sisteminin
Rapamisin benzeri baskilanmasina neden
olmaktadir.  TOR  sinyal  sisteminin
baskilanmasi ile Msn2p/Msn4p
transkripsiyon faktorlerinin niikleusa gecmesi
ve NTH1  promotoruna  baglanarak
transkripsiyonun aktivasyonu
gerceklesmektedir (Beck ve Hall, 1999).
Ancak TOR sisteminin baskilanmasi Tecl
proteininin stabilitesini diisiirmektedir. Bu
nedenle normal iireme kosullarinda yaban tip
maya hiicrelerinde Tec1 proteininin stabilitesi

yiiksek oldugu igin NTHL1 transkripsiyonu
baskilanmakta; zayif azot kaynaginda ise
Tec1 proteininin stabilitesi azaldig1 igin NTH1
transkripsiyon miktar1 Atecl mutant maya
hiicrelerinde gozlenen seviyede olmaktadir.
Bu durum Tecl transkripsiyon faktoriiniin
NTH1 transkripsiyonunu stres kosullarindan
ziyade agirhikli olarak normal iireme
kosullarinda regiile ettigini gostermektedir.

Trehalaz enzimi sentezlendiginde inaktif
olarak sitoplazmada bulunur ve PKA aracili
fosforilasyon ile aktif hale gecirilmektedir
(Schepers  ve ark., 2012). NTH1
ekspresyonunda ki artisin direk olarak
trehaloz birikiminde gozlenen diisiis ile
iliskilendirmek dogru olmamaktadir. Tecl

transkripsiyon faktoriiniin trehaloz
sentezinden sorumlu genlerinde
reglilasyonunda roliiniin olmas1 kuvvetle

muhtemeldir. Bu yiizden Atec/ mutant maya
hiicrelerinde TPS1 gen ekspresyonunun
belirlenmesi uygun olacaktir.
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