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Tecl Proteininin NTH1 Promotoruna Baglanmasinin Molekiiler Modellemesi
Tiilay TURGUT GENC** Selen CAKAS?

OZET: Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinde trehaloz molekiilii enerji kaynag: ve stres
metaboliti olarak gérev yapmaktadir. Trehalozun sentezinde ve yikiminda gorevli proteinlerin ve ilgili
genlerinin ekspresyonlar1 siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Stres kosullarinda sentezlenen
trehalozun yikiminda gorev alan NTH1 geni transkrispsiyonel ve post-translasyonel olarak regiile
edilmektedir. Ozellikle transkripsiyonel regiilasyonda rol alan transkripsiyon faktorlerinin tiimii heniiz
bilinmemektedir. Bu nedenle calismada oncelikle NTH1 promotor bolgesinin biyoinformatik analizi
yapildi ve baglanma olasiligi bulunan transkripsiyon faktorleri belirlendi. Bu faktorlerden Tecl
transkripsiyon faktoriiniin NTH1 promotoruna potansiyel ti¢ boyutlu NTH1 promotor-Teclp baglanma
modeli farkli veri tabanlar1 ve DNA-protein docking programlart kullanilarak olusturuldu. Elde edilen
modelleme lizerinde yapilan Ol¢iimlerde Tecl proteinin NTH1 promotoruna baglanma olasiliginin
kuvvetli oldugu belirlendi. Ayrica Tecl proteininin TEA-DNA baglanma bolgesinin S. cerevisiae ve
diger canlilarda yapilan BLAST analizi sonucunda TEA-DNA baglanma bélgesinde bulunan 22 amino
asitin tiim canlilarda % 100 korundugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: NTH1, Teclp, DNA-Protein 3D modelleme, Saccharomyces cerevisiae

The Molecular Modelling of Tecl Protein Binding to NTH1 Promoter

ABSTRACT: The trehalose molecule acts as an energy source and stress metabolite in
Saccharomyces cerevisiae yeast cells. The proteins and their encoded genes involved in the synthesis
and breakdown of trehalose are tightly controlled. NTH1 gene that is responsible from the degradation
of stress accumulated-trehalose, is regulated transcriptionally and post-translationally. Not all of the
transcription factors involved in transcriptional regulation are yet to be known. For this reasons, in this
study the bioinformatic analysis of NTH1 promoter region was performed and transcription factors that
are likely to bind were identified. Of these factors, Tecl transcription factor was used to construct the
potential three-dimensional NTH1 promoter-Teclp binding model by using different databases and
DNA-protein docking programs. The measurements in the obtained three dimensional model revealed
that the probability of Tecl protein binding to the NTH1 promoter was too high. In addition, BLAST
analysis of the TEA-DNA binding site in S. cerevisiae and other organisms revealed that 22 amino
acids in the TEA-DNA binding region were 100% conserved in all living organisms.
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GIRIS

Saccharomyces cerevisiae maya
hiicrelerinde, karbon ve enerji kisitlamasina
bagli olarak sentezlenen trehaloz molekiilii
ortam kosullarinin normale donmesiyle birlikte
hizlica yikilir [Lillie ve Pringle, 1980]. Stres
kosullarinda biriktirilen trehalozun hidrolizinden
sorumlu olan nétral trehalaz enzimi NTH1 geni
tarafindan kodlanir [Nwaka ve Holzer, 1998].
TPS kompleksini olusturan genlerin promotor
bolgelerinde bulunan STRE elementleri NTH1
promotor bolgesinde de bulunmaktadir [Ruis ve
Schiiller, 1995; Nwaka ve ark., 1995a, 1995b].
Msn2 ve Msn4 transkripsiyon faktorleri ilgili
genlerin promotor bolgelerinde bulunan STRE
dizilerine baglanarak stres kosullarinda bu
genlerin transkripsiyonlarin1 aktive etmektedir
[Martinez Pastor ve ark., 1996].

NTH1 gen ekspresyonu farkli sinyal
yolaklar1 ile regilile edildigi gibi, Msn2/4
araciligityla TOR sinyal sistemi iizerinden de
diizenlenmektedir. TOR (Target of Rapamycine)
sinyal yolagi azot acligmma kars1 olusturulan
cevapta 6nemli rol oynamaktadir. S. cerevisiae
maya tlirli tarafindan tercih edilen azot
kaynaklart amonyum tuzlar1 ve glutamin olup,
bu azot kaynaklarinin olmadigi durumlarda
hiicreler farkli azot kaynaklarini kullanmaktadir
[Cooper, 2002]. NTH1 promotor bélgesinde (-
1000bg) yapilan NTH1
promotorunda yirmi bese yakin transkripsiyon
faktoriiniin ~ fiziksel = baglanma  dizilerinin
belirlendi.  Bu transkripSiyon
faktorlerinden Tecl transkripsiyon faktoriiniin
bes tane baglanma bolgesi bulundugu gozlendi.

Tecl (Transposon Enhancement Control 1)
transkripsiyon faktorii pseudohifsel iiremeden
sorumlu genlerin promotorlarinda bulunan TCS
(TEA/ATTS Consensus Sequence) elementlerine
baglanarak transkripsiyonlarini aktive etmektedir
[Madhani ve Fink, 1997]. Tecl transkripsiyon
faktorii aynt zamanda MAPK ve TOR sinyal
yolaklar1 arasinda baglanti kurarak maya

analiz sonucunda

bulundugu

hiicrelerinin gelisimini etkilemektedir. Ayrica
Tecl proteininin stabilitesi TOR sinyal sitemi
iizerinden pozitif olarak kontrol edilmektedir
[Briickner ve ark., 2011].

NTH1 ve TECL1 genlerinin transkripsiyonel
regiilasyonu  TOR sinyal sistemi {izerinden
gerceklestiginden ve NTH1 geninin promotor

bolgesinde Teclp baglanmasi ic¢in gerekli
TEA/ATTS elementlerini icerdiginden Tecl
proteininin - NTH1 promotoruna baglanma
olasiligi ~ DNA-protein  docking calismast

yapilarak belirlenmeye ¢alisildi. Farkli veri
tabanlar1 ve bilgisayar programlar1 kullanilarak
gergeklestirilen in silico DNA-Protein baglanma
modellemesinde,  Tecl  proteinin  NTH1
promotoruna baglanma olasiliginin  yliksek
oldugu goriildii. Ayrica Tecl proteinin DNA’ya
baglanabilmesi i¢in gerekli TAE domaininin
farkl1 organizmalarda gerceklestirilen BLAST
analizi sonucunda 22 amino asitin tiim canlilarda
tamamen korundugu ve degismedigi tespit

edildi.

MATERYAL VE YONTEM

In silico ¢alismalar

Calismada SGD (Saccharomyces
cerevisiae Genome Database) veri tabanindan
alman 1000 bg¢ uzunlugundaki NTH1 promotor
bolgesi kullanildi. JASPAR CORE veri tabani
kullanilarak NTH1 promotoru iizerinde Teclp
TEA/ATTS DNA baglanma bdolgeleri belirlendi.
SGD veri tabanindan alinan 486 amino asitlik
Teclp dizisi ve Teclp’nin TEA/ATTS DNA
baglanma bolgesine denk gelen 75 amino asitlik
dizisinin I- TASSER programi kullanilarak
tahmini ii¢c boyutlu modellemesi yapildi
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/). NTH1
promotorunda Teclp, TEA/ATTS-DNA
baglanma elementleri 3D-DART webserver
programina gonderildi ve Pdb formuna
donistiirildi (http://dna.ccs.tulane.edu/).
I-TASSER  programindan  gonderilen Pdb
dosyalart VMD (Visual Molecular Dynamics)
programi kullanilarak hidrojen icermeyen forma
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dontstiiriildii ve tekrar Pdb formatina gevrildi
(http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/). -
TASSER ve VMD programu ile elde edilen Pdb
dosyalar1 ile 3D-DART webserver programindan
gelen Pdb dosyalar1 NPDock-Genesilico.pl
sitesine yiiklendi ve olas1 baglanma modelleri
elde edildi. VMD (Visual Molecular Dynamics)
programi ile modeller gorsellestirildi.
Biyoinformatik analizler

Tecl proteinin igerdigi TEA/ATTS DNA

baglanma bolgesi farkli fungus ve canli
tirlerinde  Uniprot ve NCBI  webserver
programlar1 kullanilarak tarandi. Teclp ile

homoloji gosteren proteinler ve TEA/ATTS
DNA baglanma bolgesi ile eslesme gosteren
diziler Dbelirlenerek kaydedildi. Daha sonra
tirlerde ve popiilasyonlarda DNA ve protein
hizalanmasi yaparak evrimsel benzerliklerin ve
farkliliklarin ~ saptanmasinda agirlikli  olarak
kullanllan MEGA  (www.megasoftware.net)
yazilimi kullanilarak Tecl proteinin TEA/ATTS
DNA baglanma bolgesinde korunmus olan
bolgeler ve igerdikleri amino asitler MEGA 7.0
analiz programi kullanilarak belirlendi.
BULGULAR VE TARTISMA

NTH1-Teclp 3D baglanma modeli

Tecl transkripsiyon faktorii, homeodomain
ailesinin bir {iyesi olup, Helix-Turn-Helix DNA
motifine sahiptir. Tecl proteini, TEA/ATTS
dizisine sahip  genlerin  promotorlarina
baglanarak ekspresyonlarini diizenlemektedir.
Teclp transkripsiyon faktoriiniin DNA baglanma
bolgesi
((A(G/CIT)C(G)AT(A)TC(G)C(T)C(TIGIA))
(ID MAO0406.1) JASPAR CORE veri tabani
kullanilarak elde edildi. SGD (Saccharomyces
Genome Database ) veri tabanindan alinan 1000
b¢ uzunlugundaki NTH1 promotor bdlgesinde
Teclp baglanma bolgeleri belirlendi (Sekil 1a).
NTH1 promotorunda bes adet potansiyel Teclp
baglanma bdlgesi tespit edildi. NTH1 promotoru
tizerinde olas1 Tecl DNA baglanma bolgelerini
icerecek sekilde 65 bg¢ uzunlugunda DNA

fragmentleri secgilerek 3D-DART programina
gonderildi. Bu program aracilifiyla 65 bg
uzunlugundaki DNA bolgeleri
“teclp teal.pdb’’, “teclp tea2.pdb’’ ve
“teclp tea3.pdb’’ dosyalar1 olmak {izere 3 adet
pdb uzantili dosya olusturuldu.

UniProt veri tabani kullanilarak SGD veri
tabanindan elde edilen Tecl protein dizisindeki
75 amino asit uzunlugundaki DNA baglanma
bolgesi belirlendi (Sekil 1b). Yiiksek oranda
korunmus olan bu amino asit dizisi I-TASSER
programina gonderilerek 3 boyutlu hale getirildi.
I-TASSER programina gonderilen 7686 atomlu
Tecl proteinin 3D yapisi, Visual Molecular
Dynamics (VMD) programu ile hidrojen atomlar1
uzaklastirilarak 3798 atom sayisina diigiiriildii ve
“tecl _nonH.pdb” seklinde kaydedildi.

I-TASSER ve VMD programi ile elde
ettigimiz Pdb uzantili dosyalar (tecl nonH.pdb)
ile 3D-DART webserver programindan gelen
Pdb uzantili dosyalar1 (“teclp_teal.pdb’’,
“teclp_tea2.pdb”’ ve “teclp_tea3.pdb’’)
NPDock-Genesilico.pl web sitesine gonderilerek
Docking caligmas1 gergeklestirildi. Bu c¢alisma
sonunda “teclp_tea2.pdb”’ ve
“teclp_tea3.pdb’’DNA fragmentleri ile yapilan
DNA-Protein ~ Docking sonug
vermedi. Diger fragmenti,
“teclp_teal.pdb”’,
(“aacttacagtcaccagtacctctttctttccattccttGGCAgg Tg
9Co0Goi1gcatcgaatctgaaaagett’)  ile  yapilan
caligma ise olumlu sonucglandi. Elde edilen
potansiyel iic boyutlu NTH1 promotor-Teclp
baglanma modeli Sekil 2°de verildi.

Tecl proteinin DNA baglanma bélgesinde
bulunan amino asitler ile NTH1 promotorunda
Tecl baglanma boélgesinde (“teclp teal.pdb’’)
yer alan niikleotidler arasindaki mesafe VMD
programt  kullanilarak olarak
hesaplandi. NTH1 promotoru iizerinde Tecl
proteininin baglanmasini gosteren 3D model ve
amino asit-niikleotid arasindaki yakinlagsmalar
Sekil 3’te verildi.

calismalari
DNA

angstrom
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a

1 TATTCTGGAGCAATGATGTGGTTAGCACAAATCTTTAAGGTCTTGTCTCTTCTCATCAAT

61 ATTCTAACCTTGTTAGTCTTTTTGTTCTTCAAGAACT TACAGTCACCAGTACCTCTTTCT
121 TICCATTCCTTGGCATCGGCATCGAATCTGAAAAGCT TGGCTCTGACCT TGTAAAGAACT
181 TCTTCGTCTTCTTCCATTGTCTTAACATCTACCTTTTCCAGGTGAACCACTGGTTCAAAA
241 TGGATATCTGGTGATTCTGGAGCATCATCACCTTCCTTCTTGGTTTCCTCCTTGGTATCT
301 TCTTCGTCTTTCTTGGTTTCTGGCTTTTCGGCCTTCTTACCACCAAACATGGAGAAGACA
361 GCAGAGGATGGTGGCTTTGGAGCAGCCTCTTCCTTCTIGICGACGACAGGTTTCTTATCT
421 TG A A A G A T LT TTTTATTTCAAATTAAAC
481 AAGATCTTTCTTCTTTCTCCAATTGAATATCAATTTCATCATCAGATTTTAGTTTCTGTT
541 TTATTTTTTATTTTTTTATTTTTTTTTTGTTTCTTGTTTTCCGCGTACTTCCCGCTGGGE
601 GAAAAAACAA L L OR AR OR A C O A0CAOC AT CO Lo L S00RCORR0CEESTIAICS
661 CCTAGTTACCGAAGAAGGCCACCAATCTTAAGT TTGATAGAGCAGTACT TATATAAGGCT
721 ATATATAGACTGGTTCACAAGGT TATCAATATGAAACTTGCGCGATCACCGATTTACGGG
781 ATTTTTCAGGAGCGAGGTACAAGAT TTGTTGGCCTGAAAAGATCGCAAAACATTAGCTAG
841 AAATTTTCCCCCTATCGTTTTCCGTAGAGTAAATATAATATCAAGAAGATAGTTTTATAT
901 TGACTGATTTCACAACCAACTGCATAGATATAAGGAGAT TACTAGATACAAGAACGCCTG
961 ATAAACAAAAAAAGAAAAAT TAACAAAAAAAATCAGTAGAATG

MSLKEDDFGKDNSRNIESYTGRIFDVYIQKDSYSQSALDDMFPEAVVSTAACVKNEAEDN
INLIDTHPQFELVNTGLGAKSDDLKSPSAKATFTDKQRKNEVPNISVSNYFPGQSSETSS
TTESWTIGCDKWSEKVEEAFLEALRLIMKNGTTKIKIRNANFGRNELISLYIKHKTNEFR
TKKOISSHIOVWKKTIONKIKDSLTLSSKEKELLHLIEHGAEQTTENSNLFYDIFEEIID
SLPSVSDSGSLTPKNLYVSNNSSGLSVHSKLLTPITASNEKKIENFIKTNAASQAKTPLI
YAKHIYENIDGYKCVPSKRPLEQLSPTELHQGDRPNKASFSNKKAILESAKKIEIEQRKI
INKYQRISRIQEHESNPEFSSNSNSGSEYESEEEVVPRSATVTQLQSRPVPYYKNNGMPY
SLSKVRGRPMYPRPAEDAYNANYIQGLPQYQTSYFSQLLLSSPQHYEHSPHQRNFTPSNQ
SHGNFY

Sekil 1. a) NTH1 promotor bolgesi. DNA-Protein Docking ¢aligmalarinda kullanilan DNA boélgelerinin (“teclp_teal.pdb”’,
“teclp_tea2.pdb’’ ve “teclp tea3.pdb’’) kirmizi renkle igaretlendi. Teclp baglanma dizisini i¢eren bolgeler pembe renkle
isaretlendi. b) Tecl proteini amino asit dizisi. DNA-Protein Docking ¢alismalarinda kullanilan Teclp DNA baglanma

bolgesi turkuaz renkle isaretlendi.

Tecl proteininin 29. amino asiti Izoldsin
(1”°) ile NTH1 promotorundaki 88. Adenin
niikleotidinin (Agg) atomlar1 arasindaki olast
mesafe 10,872 A olarak, 44. amino asiti olan
Lésin (L*) ile NTH1 promotorundaki 90. Sitozin
niikleotidinin (Cgp) atomlar1 arasindaki olasi

mesafe 6,327 A olarak hesaplandi. NTH1
promotorundaki 89. Timin (Tgg) ve 91. Guanin
(Go1) niikleotidleri, Tecl proteininin 47. amino
asiti Lizin (K*) ile olasi etkilesim mesafesi
sirastyla 5,260 A ve 4,352 A olarak 6lciildii.

1112



Tiilay TURGUT GENC ve Selen CAKAS

I3dir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 9(2): 1109-1116, 2019

Tecl Proteininin NTH1 Promotoruna Baglanmasimin Molekiiler Modellemesi

Sekil 2. Potansiyel 3D NTH1 -Teclp baglanma modeli

Tecl TEA DNA baglanma
biyoinformatik analizi

bolgesinin

Tecl transkripsiyon faktoriiniin igerdigi
TEA-DNA baglanma bolgesi, NCBI web
sunucusu kullanilarak diger canlilarda olup
olmadig1 arastirildi. Diger canli tiirlerinde
bulunan TEA bolgeleri ‘fasta’ formatinda
kaydedildi. MEGA 7.0 programi kullanilarak
diger canllara ait TEA-DNA baglanma
bolgelerinin BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) analizleri yapild1 (Sekil 4). TEA-
DNA baglanma bolgesinde bulunan heliks
bolgeleri ve bu bolgelerde bulunan korunmus
amino asitler belirlenerek Sekil 5’te sunuldu.

NTH1 promotorunda bulunan Tecl
baglanma bdlgesi ile Tecl proteinin {i¢ boyutlu
baglanma modellemesinde gorev alan Izolosin
(I129), Losin (L44) ve Lizin (K47) amino

asitlerinin (sar1 renkle isaretlenen) korunmus
bolgede bulunmasina ragmen tiim canlilarda %
100 korunan amino asitler olmadigi goriildii.
Ayrica S. cerevisiae maya tiirinde Tecl
transkripsiyon faktoriiniin TEA-DNA baglanma
bolgesi iginde yer alan Sistein (C3), Treonin

(T26), Treonin (T27), Asparajin (N37),
Asparajin (N57), Glutamik asit (E58) ve Lizin
(K62) amino asitlerinin  (kirmizi  renkle

isaretlenen) yerine diger canlilarda sirasiyla
Valin (V3), Arjinin (R26), Arjinin (R27), Lizin
(K35), Glisin (G51), Lizin (K52) ve Arjinin
(R55) amino asitlerinin geldigi belirlendi. TEA-
DNA baglanma bdlgesinde bulunan 22 amino
asitin (yesil renkle igaretlenen) ise hizalama igin
kullanilan tim canlilarda % 100 korundugu
tespit edildi.
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Sekil 3. Tecl proteinindeki amino asitlerin (I*°, L* ve K*") atomlar: ile NTH1 promotorundaki niikleotidlerin
(Ags, Cgo, Tgg Ve Ggp) atomlar arasindaki olas1 yakinlagsmalar. a) 1%°-Agg; b) L*-Cqq; C) K* Tgo; d) KY- Gg;. (Gri
sarmal: NTHZ1 promotoru; Turkuaz sarmal: Tecl proteini)
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Sekil 4. TEA-DNA baglanma bolgesinin S. cerevisiae ve diger canlilarla yapilan BLAST analizi
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Sekil 5. TEA-DNA baglanma bdlgesinde yer alan korunmus amino asitler

(Yesil: tiim canlilarda ayn1 olan amino asitler; sari: degisiklik gésteren amino asitler; kirmzi: S. cerevisiae

maya tiirtinde farkli olan amino asitler)

SONUC

DNA replikasyonu ve transkripsiyon
aktivasyonu gibi bircok Onemli biyolojik
proseslerde DNA-protein interaksiyonu o6nem
tasimaktadir. Proteinlerin  DNA  molekiiliine
baglanma modelleri genellikle X-ray
kristalografi yontemiyle belirlenebildigi gibi son
zamanlarda bilgisayar tabanli modellemeler
kullanilmaya baglanmigtir. Farkli DNA-protein
ve Protein-Protein  modellemesi  yapabilen
bilgisayar programlari gelistirilmisgtir.
Calismamizda bu programlardan 3D-DART ve
I-TASSER bilgisayar programlari kullanildi.

Tecl  proteini,
TEA/ATTS

promotor  bdlgesinde
elementlerine  sahip  genlere
baglanarak, ekspresyonlarini diizenlemektedir
[Kohler ve ark., 2002]. NTH1 geninin
transkripsiyonel regiilasyonu ve Tecl proteininin
stabilitesi TOR sistemi
diizenlenmektedir. NTH1 promotor bolgesinin
analizi  sonucunda  Tecl  transkripsiyon
faktorilinlin baglanabilecegi bes adet TEA/ATTS
elementlerinin varlig1 promotor bolgesinde tespit
edildi. Bu TEA/ATTS elementlerinden yalnizca
bir tanesine Tecl transkripsiyon faktoriiniin
baglanma olasiligimin oldugu digerlerine is
yakinlagsma tespit edilemedigi i¢in baglanma
potansiyelinin olmadigi gozlendi. Baglanma
olasiligt olan DNA elementi kullanilarak,
potansiyel 3D NTH1-Teclp baglanma modeli
olusturuldu. Teclp amino asitleri ile NTH1
promotor bolgesinde (“teclp teal.pdb’”) yer
alan  niikleotidler =~ arasindaki ~ mesafeler

sinyal iizerinden

edilen
promotoruna

hesaplandi.  Elde
proteininin - NTH1 baglanma
olasiliginin olduk¢a yiiksek oldugunu gosterdi.
Ayrica Tecl transkripsiyon faktoriiniin igerdigi
TEA-DNA baglanma boélgesinin S. cerevisiae ve
diger canlilarda olup olmadig arastirildi. Diger
canli tiirlerinde bulunan TEA bdlgelerinin
biyoinformatik analizi sonucunda 6zellikle ikici

sonuglar  Tecl

ve lgiincii heliks bolgesinde yogun olmak iizere
toplam 22 amino asitin tiim canlilarda
degismedigi tespit edildi.
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