&

CRABTREE POZITIiF VE CRABTREE NEGATIF MAYA TURLERINDE GCR1 GENINiN
IN SILICO ANALIZI

IN SILICO ANALYSIS OF GCR1 GENE IN CRABTREE POSITIVE AND CRABTREE
NEGATIVE YEAST SPECIES

Tulay TURGUT GENC
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii, Canakkale, Tiirkiye.

Ataberk CAKAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Canakkale, Tirkiye.
Melih GUNAY

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dal1, Canakkale,
Trkiye.

Gelis Tarihi / Received: 26.08.2021 Arastirma Makalesi/Research Article
Kabul Tarihi / Accepted: 20.09.2021 DOI: 10.38065/euroasiaorg.698

OZET

Oksijen varliginda ve glikozun yiksek konsantrasyonunda maya hicrelerinin fermentasyon
yapmasi Crabtree etkisi olarak adlandirilir. Crabtree etkisine sahip olan maya tirleri Crabtree
pozitif ve sahip olmayan maya tlrleri Crabtree negatif olarak adlandirilir. Crabtree negatif maya
tirleri ¢cogunlukla endiistriyel alanda heterolog protein iiretimi igin kullanilirken, Crabtree pozitif
maya turleri kanser hicrelerinde metabolik olaylarin anlasiimasinda kullanilmaktadir. S. cerevisiae
maya hiicrelerinde glikolitik yolakta yer alan enzimleri kodlayan genler Gerlp tarafindan kontrol
edilmektedir. Gerlp glikolitik genlerin promotor bolgelerinde yer alan CT elementlerine baglanarak
transkripsiyonlarin1 aktive etmektedir. Calismamizda Sc-Gcrlp ile benzerlik gosteren proteinleri
iceren Crabtree pozitif ve negatif maya turleri belirlenerek bu maya tirlerinde protein benzerlik
analizleri ve ilgili proteinleri kodlayan genlerin promotor analizleri farkli veri tabanlar1 ve analiz
programlar1 kullanilarak in silico olarak karsilagtirmasi yapildi. Bu amagla, SGD, UNIPROT,
NCBI-Genome ve Yeastract veri tabanlari ile BLASTp-NCBI, MEGA-X ve Chromatin Folding V2
programlari kullanildi. SGD veri tabani kullanilarak Sc-Gcerlp ile eslesme gosteren 32 farkli maya
tlrd tespit edildi. Bu maya tirlerinden 5 farkli Crabtree pozitif ve 5 farkli Crabtree negatif maya
tlrd secilerek in silico analizler bu maya tiirleri kullanilarak gergeklestirildi. Protein analizleri ve
promotor analizleri sonrasinda, maya tiirleri arasinda tespit edilen benzerliklerin ve farkliliklarin
Crabtree pozitif ve Crabtree negatif maya tirleri igin spesifik olmadig tiirler arasinda degiskenlik
gosterdigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: GCR1, Gcrlp, Crabtree etkisi, Maya

ABSTRACT

The use of fermentation in the presence of oxygen and at high glucose concentrations is referred to
as the Crabtree effect. Yeast species that have the Crabtree effect are called Crabtree positive, and
yeast species that do not have the Crabtree effect are called Crabtree negative. While Crabtree
negative yeast strains are mostly used for heterologous protein production in the industrial field,
Crabtree positive yeast strains are used to understand metabolic events in cancer cells. The genes
encoding the enzymes involved in the glycolytic pathway in S. cerevisiae yeast cells are controlled
by Gerlp. Gerlp binds to CT elements located in the promoter regions of glycolytic genes and
activates their transcription. In our study, Crabtree positive and negative yeast strains containing Sc-
Gcerlp similar proteins were determined, and protein similarity analyzes and promoter analyzes of
genes encoding the relevant proteins in these yeast strains were compared in silico using different
databases and analysis programs. For this purpose, SGD, UNIPROT, NCBI-Genome and Yeastract
databases and BLASTp-NCBI, MEGA-X and Chromatin Folding V2 programs were used. Using
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the SGD database, 32 different yeast strains were identified that matched with Sc-Gcrlp. Five
different Crabtree positive and 5 different Crabtree negative yeast strains were selected from these
yeast strains and in silico analyzes were performed using these yeast strains. After protein analysis
and promoter analysis, it was determined that the similarities and differences between yeast species
were not specific for Crabtree positive and Crabtree negative yeast species, but varied between
species.

Keywords: GCR1, Gcerlp, Crabtree effect, Yeast

1. GIRIS

Saccharomyces cerevisiae maya tiirii gelismis 6karyotlarda hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin
anlasilmasi i¢in kullanilan tek hiicreli model organizmadir. Endiistriyel olarak yaygin kullaniminin
yaninda, kanser arastirmalarinda ve anti-kanser ilag arastirmalarinda da kullanilmaktadir (Parapouli
ve ark., 2020; Menacho-Méarquez ve Murguia, 2007). Mayalar alkolik fermentasyon yetenegine
bagl olarak, zorunlu acrobik ve fakiltatif aerobik olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Fakiltatif
mayalar, mitokondiriyel solunum yapabilmesinin yam1 sira oksijen eksikliginde alkolik
fermentasyon yaparak CO, ve etanol Uretebilmektedir (Fredlund 2004; Gancedo ve Serrano, 1989).
Maya hiicreleri oksijenin varliginda fermentasyon siirecini baskilamaktadir ve aerobik solunum
araciligi ile gerekli enerji liretimini saglamaktadir. Pasteur etkisi olarak adlandirilan bu olay birgok
maya turinde gorulmektedir (Barnett, 1997). Crabtree etkisi ise, baz1 maya tiirlerinin oksijen
varliginda mitokondiriyel genleri baskilayarak fermentasyon yapabilmesidir (Crabtree, 1929).
Fermantasyon sonucunda az miktarda enerji saglanmasina ragmen, yiiksek oranda alkol ve asetat
elde edilmektedir. Crabtree etkisine sahip maya turleri Crabtree pozitif (6rnegin S. cerevisiae),
sahip olmayan maya turleri ise Crabtree negatif (6rnegin Kluyveromyces lactis) olarak iki gruba
ayrilir (De Deken, 1966; Breunig ve ark., 2000). Crabtree negatif mayalar, ATP ve biyomas Uretimi
yiiksek oldugundan, endiistriyel olarak daha cok tercih edilmektedir. Ornegin, Crabtree negatif olan
Candida utilis maya tlri endistride glutatyon ve maya ekstrakti tiretiminde kullanilmaktadir.
Ayrica rekombinant C. utilis maya hiicreleri kullanilarak laktat ve izopropanol Uretilmektedir
(Breunig ve ark., 2000; Ikushima ve ark., 2009; Tamakawa ve ark., 2012; 2013). Crabtree pozitif
maya tlrleri ise, kanser hiicrelerinde gozlenen Warburg etkisi ile benzer bir metabolizmaya sahip
olmasindan dolay1 kanser arastirmalarinda, kanser hiicrelerinin metabolizmasinin anlagilmasinda ve
bazi ilag denemelerinin gerceklestirilmesinde kullanilmaktadir (Diaz-Ruiz ve ark., 2011; Hammad
ve ark., 2016).

Glikoliz hiicre igine alinan glikozun hizli bir sekilde piruvata indirgenmesini iceren 6nemli bir
metabolik yolaktir. Bu yolakta goérev alan tiim enzimler ve ilgili genleri siki bir sekilde kontrol
edilmektedir (Uemura ve Jigami, 1995). Metabolik yolak sonucunda olusan piruvat Crabtree pozitif
maya hiicrelerinde alkole doniisiirken kanser hiicrelerinde laktata doniistiiriiliir. Bu nedenle Crabtree
pozitif maya hiicrelerinde ve kanser hiicrelerinde glikoz transportu ve kullanimi ¢ok yuksektir. S.
cerevisiae maya hucrelerinde, GCR1 (GlyColysis Regulator 1) geni tarafindan kodlanan Gecrl
transkripsiyon faktort glikolitik yolakta yer alan genlerin transkripsiyonel regulasyonunda gorev
almaktadir. GCR1 gen mutasyonu tasiyan S. cerevisiae maya hiicrelerinde glikolitik yolakta gérevli
bircok genin ekspresyon seviyesi azalmaktadir. Gcrl proteini glikolitik genlerin promotor
bolgelerinde bulunan 5'-CTTCC-3' (CT kutusu) konsensus dizisine baglanarak transkripsiyonlarini
aktive etmektedir (Baker, 1986; 1991; Scott ve Baker, 1993). Ayrica, glikolitik genlerin diginda,
Gcerl proteini piruvattan alkol olusumunda gorev alan alkol dehidrogenaz (ADH1) geninin de
promotor bolgesine baglanarak transkripsiyonunu kontrol etmektedir (Hu ve ark., 2007).

Son yillarda kanser arastirmalarinda oldukga yogun bir sekilde maya tiirleri metabolik modelleme
caligmalarinda, gen terapilerinde ve ila¢ uygulamalarinda yogun olarak kullanilmaktadir. Ayrica
molekiiler alanda gergeklesen teknolojik gelismeler sayesinde mikroarray ve RNAseq gibi farkl
analiz yontemleri gelistirilmistir. Boylece elde edilen biyoinformatik veriler bilim insanlarinin
yararlanabilmesi icin farkli veri tabanlar1 ve sunucular iizerinden kullanima sunulmustur. Ornegin
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SGD (Saccharomyces Genome Database) genetik ve molekiiler ¢alismalar sonucu olusturulmus
olduk¢a genis kapsamli bir veri tabamidir. Bu veri tabani i¢inde farkli maya suslariyla iligkili
genlerin, proteinlerin, metabolik yolaklarin ve temel olan birgok arastirmanin verileri
bulunmaktadir. SGD veri tabani, maya hiicresinin genetik isleyisi, fizyolojik yapisi ve regiilasyonu
ile ilgili temel bilgilerin 6grenilmesi ve gelistirilmesi agisindan biiyiik bir neme sahiptir (Winzeler
ve ark., 1999; Cherry ve ark., 2012). Calismamizda, Warburg etkisine benzerlik gosteren Crabtree
pozitif maya tirleri ve Crabtree negatif maya tirlerinde GCR1 geninin in silico analizi yapildu.
Crabtree pozitif ve negatif maya tirlerinde GCR1 gen bélgesi, promotor bolgesi ve Gerl proteinin
dizi analizlerinin karsilastirilmas: yapilarak aralarindaki benzerlik ve farkliliklar belirlenmeye
caligildi. Ayrica, Gerl proteinin baglanabilmesi igin gerekli olan CT promotor elementleri ve olasi
niikleozom pozisyonlar1 belirlendi.

2. MATERYAL ve YONTEM

S. cerevisiae maya tirline ait GCR1 geni ve promotor bolgesi ile Gerl proteinine ait amino asit
dizisi SGD (https://www.yeastgenome.org ) veri tabani iizerinden alinarak “.fasta” formatinda
kaydedildi. Daha sonra, SGD veri tabaninda bulunan “Analyze Sequence” se¢eneginde yer alan
“Blastp vs Fungi” sekmesi kullanilarak Sc-Gcrlp ile benzerlik gosteren proteinleri igeren maya
tirleri belirlendi. Blossum62 parametresi kullanilarak varsayilan parametreler ile Protein Blast
analizi yapildi. Sc-Gcerlp ile benzerlik gOsteren proteinleri iceren maya tiirleri arasindan bes
Crabtree pozitif ve bes Crabtree negatif maya turl secildi ve sonraki ¢aligmalar bu maya tiirleri ile
yapildu.

Secilen maya tarlerinin Gerl proteini ve Gcrl benzeri protein (Gcerl-like protein, Gerl-Lp)
dizilerine ait erisim numaralar1  kullanilarak ~ “UNIPROT”  protein  veri  tabani
(https://www.uniprot.org/) Uzerinden amino asit dizileri indirildi. Gcrl proteini l6sin-fermuar
yapisinda DNA baglanma modeline sahip bir transkripsiyon aktivatorudir. Bu nedenle Sc-Gcerl
proteinin l6sin-fermuar yapisi ile DNA baglanma bolgesine ait amino asit dizileri ile secilen maya
tirlerine ait Gerl ve Gerl-L proteinleri MEGA-X programi kullanilarak benzerlik gosteren
aminoasit dizileri belirlendi ve “.fasta” formatinda kaydedildi. Amino asit dizileri arasindaki
benzerlik MEGA-X programi igerisinde yer alan ClustalW programinda hizalanarak belirlendi
(Kumar ve ark., 2018). Hizalama parametreleri, BLOSSUM ve varsayilan parametre olarak kabul
edildi. BOylece proteinlerin 16sin fermuar yapilar1 ve DNA baglanma bolgeleri arasindaki benzerlik
ve farkliliklar tespit edildi.

S. cerevisiae maya turinin GCR1 genine ait promotor dizisi  “Yeastract”
(http://www.yeastract.com/) veri tabanindan alindi. Secilen Crabtree pozitif ve negatif maya
tirlerinin Gerl-Lp icgin kodlu gen bolgelerine ait promotor dizilerinin belirlenmesi icin National
Center for Biotechnology Information (NCBI) bunyesinde bulunan NCBI-Genome veri tabani
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/ ) kullanildi. NCBI-Genome veri tabani {izerinden segilen
maya tdrlerinin genomu, transkript dizileri ve proteinlerine ait amino asit dizileri alindi. Genom
uzerinde olas1 GCR1 ile iliskili genlerin ORF bdlgeleri dikkate alinarak baslangi¢ niikleotidinden
(+1/ATG) yaklasik 1000 niikleotid geriye dogru olan DNA bdélgesi olasi promotor bolgesi olarak
“.fasta” formatinda kaydedildi. Ancak bazi promotor bolgelerinin uzunlugu bir dnceki gene ait ORF
dikkate alindiginda 1000nt altinda kaldi. CT kutusu taramasi ise, baslangi¢ niikleotidi (+1/ATG) ile
-250bp arasindaki promotor bolgesi igerisinde yapilarak CT kutularinin yerleri belirlendi. Promotor
bolgelerinde bulunmasi muhtemel niikleozomlarin pozisyonlart Chromatin Folding V2 programi
(www.dna.ccs.tulane.edu) kullanilarak tespit edildi.

3. SONUC ve TARTISMA

Calismamizda, SGD veri tabani iizerinden S. cerevisiae maya turiine ait Gerl proteini ile benzerlik
gOsteren maya tirleri NCBI-Blastp araci kullanilarak belirlendi. Benzerlik gosteren maya tiirleri
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arasindan Crabtree pozitif ve Crabtree negatif 6zelikte olan 5 farkli maya turl secildi. Crabtree
pozitif olarak, S. cerevisiae (referans maya turi), Saccharomyces eubayanus, Candida glabrata,
Lahance fermentati ve Lahance thermotolerans maya tirleri, Crabtree negatif olarak,
Eremothecium cymbalariae, Eremothecium gossypii, Eremothecium sinecaudum, Kluyveromyces
marxianus ve K. lactis maya turleri secildi. Se¢ilen maya tiirlerinin GenBank Assemble numaralari,
gen tanimlamalari, sus kodlar1 ve ilgili genlerin GenBank erisim numaralar1 Tablo1’de verildi. S.
cerevisiae maya turlne ait Gerl proteini ile secilen maya tirlerinin Protein-Blast analizi sonucunda
K. marxianus Gcrl proteini (benzerlik orani: %63,98) ve S. eubayanus maya turtinde Gcerl benzeri
protein (Gerl-like protein) (benzerlik orani: %84,81) ile eslesme bulundu. Diger maya tiirlerinde ise
karakterize edilemeyen (uncharacterized) protein olarak tanimlanmakla beraber S. cerevisiae GCR1
ile syntenik homolog veya UNIPROT uzerinden Sc-Gerlp ile benzer amino asit dizi igerdigi tespit
edildi (Tablo 1). K. lactis maya turinde (GenBank Assemble No: GCA 000002515.1) yaptigimiz
analiz sonucuna gore, Sc-Gerlp ile eslesme gosteren protein karakterize edilemeyen protein olarak
tanimlanmasina ragmen, yapilan bir ¢alismada KIGCR1 geninin DNA dizisinin 767 amino asitlik
bir agik okuma cercevesine (ORF) sahip oldugu ve Sc-Gerlp ile %48 benzerlik igerdigi
belirlenmistir (Haw ve ark., 2001). Ancak yaptigimiz ¢alismada Sc-Gcrl protein ile KlGerlp
benzerlik oran1 %67,90 olarak bulundu. Diger maya tiirlerinde eslesme gosteren protein dizilerinin
Sc-Gerl protein dizisi ile benzerlik oranlar1 C. glabrata igin %48,71, L. fermentati icin %36,78, L.
thermotolerans igin %37,91, E. cymbalariae igin %66,45, E. gossypii icin %60,20, E. sinecaudum
icin %67,31ve K. marxianus icin %63,98 olarak bulundu.

Tablo 1. Calismada kullanilmak {izere segilen Crabtree pozitif ve Crabtree negatif maya tiirlerinin
listesi ve analizlerde kullanilan erisim numaralari

GenBank Maya Sus GenBank

Assemble No. Turd Kodu Erisim No Gen Tanim

transcription
regulator, GCR1

GCA 001298625.1 S. eubayanus FM-1318 XP_018218957.1 GCR1-like protein
uncharacterized

GCA _000146045.2 S. cerevisiae S288-C NP_015250.1

GCA_000002545.3 C. glabrata CBS-138 XP_447030.2

protein
GCA_900074765.1 L. fermentati - SCW03601.1 “”Ch;‘rrggfn”zed
GCA_000142805.1 L. CBS-6340 XP 0025540241  uncharacterized
- thermotolerans - protein
DBVPG -

GCA _000235365.1 E. cymbalariae XP_003647710.1 hypothetical protein

uncharacterized

7215
GCA_000091025.4 E.gossypii  ATCC-10895 NP_984616.1

protein
GCA_001548555.1  E.sinecaudum ATCC-58844 XP_017987801.1 “”Chs:ggﬁlr'zed
GCA 0000025151 K. lactis NRRLY- yp 4550091 ~ Uncharacterized
1140 protein
DMKU3- transcription

GCA_001417885.1 K. marxianus XP_022674269.1

1042 regulator, GCR1

Maya tlrlerinin Sc-Gerlp ile eslesme gosteren proteinlerin igerdigi amino asit sayisi, bu amino
asitler i¢cin kodlu DNA bolgesinin uzunlugu ve bu genler i¢in se¢ilen promotor bolgesinin uzunlugu
Tablo 2’°de verildi. S. cerevisiae GCR1 geni igerisinde 751nt uzunlugunda bir intron bulundugundan
kodlu DNA bolgesinin uzunlugu Tablo 2’de 3109nt olarak verildi.
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S. cerevisiae Gcrl proteini ve secilen maya tirlerine ait amino asit dizileri MEGA-X programi
icerisinde yer alan ClustalW algoritmasi ve Blossum parametresi kullanilarak hizalandi. S.
cerevisiae Gerlp dimerik yapida oldugundan 16sin fermuar yapist ve DNA baglanma bdlgesi
icermektedir. Tiim aminoasit dizilerinde 16sin fermuar yapist ve DNA baglanma bdélgelerine ait
aminoasit dizilerinin taramasi yapilarak secilen maya tiirleri ile eslesme gosteren aminoasit dizileri
tespit edildi. Daha sonra, bu diziler ile referans S. cerevisiae maya tiiriine ait 16sin fermuar yapisi ve
DNA baglanma bolgesine ait aminoasit dizileri MEGA-X programinda ayni parametreler ile
yeniden hizalandi. Elde edilen hizalama sonuclar1 16sin fermuar yapisi i¢in Sekil 1’de, DNA
baglanma bolgeleri i¢in Sekil 2’de gosterildi.

Tablo 2. Gerlp ve Gerlp ile eslesen proteinlerin amino asit sayilari, kodlu DNA bdlgelerinin ve
analizlerde kullanilan promotor bolgelerinin uzunlugu

Kodlu DNA bdlgesi ~ Promotor bolgesi

Maya Taru Amino asit sayisi (") (nt)
S. cerevisiae 785 3108 974
S. eubayanus 854 2564 1000
C. glabrata 1017 3053 1000

L. fermentati 661 1985 1000
L. thermotolerans 670 2012 1000
E. cymbalariae 733 2201 1000
E. gossypii 712 2138 756
E. sinecaudum 743 2231 785
K. lactis 767 2303 1000
K. marxianus 815 2447 1000

Protein Sequences

Species/Abbrv . - i R
1. §_cerevisiae KKLTTE RLSQEIITQLEKADMN GN L R
2. S eubayamus KK TTE RLSQEITQLEKSDMN GN LQ R
3. C. glabrata KKLTTE RLSQEBIITQLESDLN TS LQ R
4 1 fermentati RRFTLHNQSLSQEIQNLRVEMG KQ LQS@R
5 L. thermotolerans R R HNQSLSEBIRELKSELR KQ LSSOQR
6.E sinecaudum NK ' SQH RLNQIEI I SLENELNNMNS LQ R
7. E_gossypii KTAQDNTKLNSEISDLEGK X. S LESQR
8 E cymbalarize SK 2 SKENC I LNEK CLRNELNNMNS LQ R
9. K lactis KD TENDKL SN RTMVKSQ T HTQR
10. K. mardiamus K D SENDKL SKEINSMKSQ NT QTQR

Sekil 1. Gerlp ve Gerl benzeri proteinlerin 16sin fermuar yapisina ait amino asit dizilerinin MEGA-
X programi ile hizalanmasi
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MEGA-X programindan elde edilen hizalama sonuglarina gore 16sin-fermuar yapisina ait amino asit
dizilerinde benzerlik oraninin olduke¢a diisiik oldugu goriildii. Benzerlik orani en az % 80 ve lizeri
olan bolgeler renkli olarak isaretlendi. Ayrica amino asit dizileri incelendiginde, ayni cinse ait olan
maya tiirlerinin 16sin fermuar yapisinda amino asit dizilerinde benzerligin yiiksek oldugu tespit
edildi. Ornegin, Saccharomyces cinsine ait iki maya tiiriiniin aminoasit dizileri arasinda sadece 2
aminoasit farkliligi goraldi.

Crabtree pozitif ve negatif maya tiirlerinin DNA baglanma bdlgelerine ait aminoasit dizilerinin
MEGA-X programu ile yapilan hizalama sonucunda, maya tiirlerinin proteinlerinin DNA baglanma
bolgelerinde biiyiik oranda benzerlik oldugu gozlendi. Benzerlik oran1 en az % 80 ve {izeri olan
bolgeler renkli olarak isaretlendi. Calismamizda, referans S. cerevisiae maya tirinin Gerlp ile
benzerlik gosteren Crabtree pozitif ve negatif maya turlerinin in silico analiz sonucuna gore,
fonksiyonu tam olarak bilinmeyen bazi1 genlerin Gerl benzeri protein kodladigi biyoinformatik
olarak gosterildi. Ayrica, proteinlerin DNA baglanma bolgelerinde yiiksek oranda homoloji
bulunmasi, bu proteinlerin DNA’ya baglanabilme 6zelligine sahip olabilecegini gostermektedir.

Gerl transkripsiyon aktivator proteini glikolitik genlerin transkripsiyonlarini, Rapl ve Abfl gibi
transkripsiyon regiilarorleri ile interaksiyona girerek regiile etmektedir. Ayrica, Gerl proteini GCR1
promotorunda bulunan CT kutularina baglanarak kendi transkripsiyonunu regile etmektedir (Sasaki
ve ark., 2005). Ancak, diger glikolitik genlerin aksine, GCR1 transkripsiyonunun regilasyonun da
Gerl proteini diger transkripsiyon aktivatorlerinden bagimsiz olarak yalniz hareket etmektedir.
Promotor boélgesinde lokalize olan niikleozomlarin mobilizasyonu, transkripsiyon faktorlerinin ve
regiilatorlerinin  (aktivatorler/inhibitorler) baglanmasi ve transkripsiyonun regiilasyonu igin
onemlidir. Bu neden c¢alismamizda Gerl proteini ile benzerlik gosteren proteinleri kodlayan
genlerin promotor bolgelerinde Sc-Gerl proteininin spesifik olarak baglandigi CT elementi taramasi
yapildi ve olasi niikleozomlarin pozisyonlar1 belirlenerek niikleozomlarin CT kutular1 ile kapatilip
kapatilmadigi belirlendi.

Calismamizda S. cerevisiae maya turinin GCR1 genine ait promotor dizisi, “Yeastract” veri
tabanindan, diger maya tiirlerinin Gerl proteini ile benzerlik gdsteren proteinlerini kodlayan
genlerin promotor boélgeleri NCBI-Genom veri tabani kullanilarak belirlendi. Maya tiirlerine ait
promotor bolgesine ait niikleotid dizilerinin muhtemel niikleozom pozisyonlart Chromatin Folding
V2 programu ile tespit edildi. S. cerevisiae maya tiirline ait promotor boélgesinin enerji diyagrami
ornek olarak Sekil 3’te verildi. Diger maya tiirlerine ait niikleozom pozisyonlar ise Tablo 3’te liste
olarak CT elementlerinin pozisyonlari ile birlikte verildi.

Nikleozom Enerji Diyagrami
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Sekil 3. S. cerevisiae maya tiiriine ait promotor bolgesinin niikleozom enerji diyagrami
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Tablo 3. CT elementlerinin ve niikleozomlarin promotor bdlgelerindeki pozisyonlari

CT Elementlerinin

Maya Taru Pozisyonu (nt) Niikleozomlarin Pozisyonu (nt)
S. cerevisiae 108-114/188-192 150-270/310-470/490-630/780-910
% S. eubayanus - 0-175/200-350/690-820/830-1000
% C. glabrata - 110-260/275-420/550-700/725-875
"-g L. fermentati 169-173/223-227 0-150/230-390/450-600/750-900
L. thermotolerans 236-240 50-220/380-520/620-750/850-1000
E. cymbalariae 195-199 0-150/275-410/475-610/710-870
% E. gossypii - 160-310 310-460/490-620
é E. sinecaudum 39-45 10-160/320-460/550-700
'c'g K. lactis 145-149 40-200/310-460/605-750/810-970
K. marxianus 134-138/191-195/204-208 20-180/300-450/460-605/650-800

Promotor analizi sonuglarina goére, E. gossypii ve E. sinecaudum maya turlerinin promotor
bolgesinde 3 olast niikleozom yapisini bulunabilecegi, diger tiim maya tiirlerinin promotor
bolgelerinde ise 4 olasi niikleozom yapisinin bulunabilecegi tespit edildi. S. eubayanus, C. glabrata
ve E. gossypii maya turlerinin promotor bolgelerinde CT elementlerinin bulunmadig: belirlendi. S.
cerevisiae, E. sinecaudum, K. lactis ve K. marxianus maya tiirlerinde CT kutularinin niikleozom
yapilan ile kapatildigir gozlendi. Diger maya tiirlerinde CT kutularimin niikleozomlar tarafindan
kapatilmadigr ve agikta kaldigi belirlendi. Gerlp ya da Gerlp benzeri proteinlerin CT elementlerine
baglanmasi niikleozomlarin pozisyonlarina bagli olarak degismektedir. Eger niikkleozom yapilar1 CT
elementlerini kapatmamis ise Gcerl proteinin bu bolgelere baglanabilmesi ve transkripsiyonu aktive
edebilmesi daha kolay gergeklesmektedir.

Calisma kapsaminda Crabtree pozitif ve negatif maya tiirlerinde Gerlp ve Gerlp benzeri
proteinlerin yapilar1 arasinda ve promotor analizlerinde farkliliga rastlanmamistir. Tespit edilen
benzerlikler ve farkliliklar tiirler arasinda degiskenlik gostermekte olup Crabtree pozitif veya
negatif maya tilirlerine 6zgii farkliliklar degildir.

Tesekkiir

Bu calisma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan TUBITAK-
2209-A programi kapsaminda desteklenmistir.
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