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OZET

KLUYVEROMYCES TURLERINDE GLIiKOJEN VE TREHALOZ
METABOLIZMASININ ANALIZi

Bu calismada tlireme ortami sartlarinin farkli Kluyveromyces tiirlerinde glikojen
ve trehaloz metabolizmasina etkileri arastirildi. Kluyveromyces tiirleri karbon kaynagi
olarak glukoz veya laktoz igeren lireme ortamlarinda tretildiklerinde sadece K. lactis
var. drosphilarum’da glikojen birikimi gozlendi. Fakat ayn1 maya tiirleri gliserol iceren
ortamda iiretildiginde K. lactis var. drosphilarum’da ve K. marxianus var. bulgaricus’ta
glikojen birikimi oldugu goézlendi. Glukoz veya gliserol igeren iireme ortamlarinda
tiretilen Kluyveromyces tiirlerinden sadece K. thermotolerans’ta trehaloz birikimi
gozlendi.

Azot achiginin aragtirmada kullanilan Kluyveromyces tiirlerinde c¢ok fazla
miktarda glikojen ve trehaloz birikimine yol actigi bulundu. Is1 sokundan sonra
K. lactis var. drosphilarum ve K. marxianus var. bulgaricus’ta fazla miktarda glikojen
birikimi gozlendi. Is1 sokuna maruz birakilan K. thermotolerans ve K. lactis var.
drosphilarum’da 6nemli miktarda trehaloz birikimi de goriildii. Ozmotik stresin sadece
bazi Kluyveromyces tiirlerinde diisiik miktarda glikojen birikimine neden oldugu
gozlendi.

Kluyveromyces tiirlerinde diisiik miktarda azot veya baz1 alkoller ile
uyarildiginda pseudohifsel tiremenin oldugu bulundu. Buna ek olarak, azot a¢lig1 veya
baz1 alkoller ile pseudohifsel iireme uyarildiginda Kluyveromyces tiirlerinde fazla
miktarda glikojen ve trehaloz birikimi gézlendi. Baz1 Kluyveromyces tiirlerinde glikojen

ve trehalozun biyosentez veya yikiminin hizli bir sekilde oldugu gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Kluyveromyces, glikojen, trehaloz, azot agligi, 1s1 soku,

ozmotik stres, pseudohifsel iireme
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ABSTRACT

ANALYSIS OF GLYCOGEN AND TREHALOSE METABOLOSM IN THE
KLUYVEROMYCES SPECIES

In this study, the effects of growth conditions on the glycogen and trehalose
metabolism of different Kluyveromyces species were investigated. When the
Kluyveromyces species were cultivated in glucose or lactose containing rich media,
glycogen accumulation was observed only in K. lactis var. drosphilarum. However,
when the same yeast species were cultivated in glycerol media, glycogen accumulation
was detected in K. lactis var. drosphilarum and K. marxianus var. bulgaricus. Trehalose
accumulation was observed only in K. thermotolerans when it is cultivated in glucose or
glycerol media.

It was found that the nitrogen starvation led to a high level of glycogen and
trehalose accumulations in the some Kluyveromyces species used in this study. High
level of glycogen accumulation were observed in K. lactis var. drosphilarum and
K. marxianus var. bulgaricus after the heat shock. Significant levels of trehalose
accumulation were also observed in K. thermotolerans and K. lactis var. drosphilarum
when these species exposed to heat stress. Osmotic stress led to low levels of glycogen
accumulation only in some Kluyveromyces species.

Pseudohyphal growth was also observed in Kluyveromyces species when it is
induced by low nitrogen or by certain alcohols. Furthermore, high level of glycogen and
trehalose accumulation were observed in the Kluyveromyces species when the
pseudohyphal growth induced by low nitrogen or by alcohols. It was shown that the
synthesis or degredation of glycogen and trehalose can occur rapidly in certain

Kluyveromyces species.

Key Words: Kluyveromyces, glycogen, trehalose, nitrogen starvation, heat

shock, osmotic stress, pseudohyphal growth
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1. GIRIS

Kluyveromyces cinsine ait mayalar Ascomycetes sinifinda yer almaktadir. Bu
cinste bulunan maya tiirleri oval, kiiresel veya uzamis hiicre fenotiplerine sahip
olabilirler. Kluyveromyces sinifinda bulunan mayalar vejetatif olarak tomurcuklanma ile
tirerler. Diploid olan Kluyveromyces tiirleri ise spor olusturabilir. Bu mayalarda gergek
hif olusumu gozlenmez (Kurtzman 2003). Kluyveromyces cinsine ait mayalar
endiistriyel amaclar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tiirlerden Kluyveromyces
lactis genel olarak giivenli oldugu kabul edilen bir maya tiiridiir. K. lactis genetik
yapisinin iyi bilinmesi ve baz1 fermentasyon 6zelliklerinden dolayr biyoteknolojide de
yaygin olarak kullanilmaktadir. K. lactis laktaz tretiminde kullanilan en Onemli
mikroorganizmadir. Ayrica, tibbi degeri olan insan serum albumin, insan
interlokin-1-gamma gibi bazi rekombinant proteinlerin iiretiminde de K. lactis’in
basartyla kullanilabilecegi gosterilmistir (Wesolowski-Louvel ve ark. 1996). K. lactis
bazi ¢iftlik hayvanlarina yem olarak da verilmektedir (Spark ve ark. 2005).

Maya hiicrelerinin endiistriyel amaclarla fermentorlerde iiretilmeleri ve iiretim
sonras1 dayanikliliklart biiyiik 6l¢iide lireme ortamlarindaki karbonhidratlar1 karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanmalarina ve bazi1 metabolitleri hiicre i¢inde depo etmelerine
baglidir. Glikojen ve trehaloz belirli ireme ortami sartlarinda maya hiicreleri tarafindan
sentezlenen karbonhidratlardir. Bu karbonhidratlar ¢evre kosullarina ve hayat dongiisii
asamalarina bagli olarak, maya hiicrelerinin kuru agirhiklarmin = %1-25’ini
olusturabilirler (Lillie ve Pringle 1980). Bir tiir polisakkarit olan glikojen, glukoz
birimlerinin a (1-4) ve a (1-6) bagiyla baglanmasiyla olugsmaktadir. Trehaloz ise iki
glukozun a (1-1) bagi ile baglanmasiyla olusan ve indirgen olmayan bir disakkarittir
(Frangois ve ark. 1997). Her iki depo karbonhidratin biyosentezi ve yikim ile ilgili
metabolik yollar Saccharomyces cerevisiae’de oldukea iyi belirlenmis olmasina ragmen
Kluyveromyces’de bu karbonhidratlarin metabolizmalarina iligkin herhangi bir
arastirmaya hentiz rastlanmamastir.

Glikojen, mayalarda ve bazi hayvan hiicrelerinde bulunmaktadir. Bir ¢esit depo
karbonhidrat1 ve enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. Trehaloz ise maya, mantar,
bakteri, alg, bitki, omurgasiz ve omurgalilarda bulunmaktadir (Gancedo ve Flores

2004). Trehalozun maya hiicrelerini ¢esitli fizyolojik streslere karsi korudugu, artan



sitoplazmik trehaloz miktar1 ile maya hiicrelerinin fizyolojik streslere karsi ¢ok daha
dayanikli olabildigi gosterilmistir. Bu hiicresel islevine ek olarak, trehaloz maya ve
bitkilerde bir sinyal molekiilii olarak gorev yapmaktadir. Metabolik yollarin isleyisine
direkt olarak etki edebilir veya kontrol edici bir rol listlenebilir (Attfield 1987).

Ortam kosullarinin iireme i¢in olumsuz olmasi maya hiicrelerinde c¢esitli sinyal
iletim yollarii aktive ederek alternatif farklilagsmalara neden olur. Maya hiicrelerinde
goriilen bu pseudohifsel veya invasive farklilasma da genellikle azot acliginin neden
oldugu bircok sinyal iletim yolunun etkisi ile ortaya ¢ikan bir farklilagsma seklidir
(Gagiano ve ark. 2002). S. cerevisiae’de pseudohifsel farklilasma iki farkli sinyal iletim
yolunun birlikte ¢aligmasi ile olusmaktadir. Bu yollar, besini algilayan cAMP protein
kinaz yolu ve MAPK (mitojen aktivasyonlu protein kinaz) yoludur. Pseudohifsel {ireme
karmasik bir fenotiptir ve bu tiir bir iiremenin olusmasi i¢in sadece lireme ortami
sartlarinin  olumsuz olmas1 yeterli degildir. Buna ek olarak, hiicre dongiisi,
tomurcuklanma ve flokiilasyon gibi gesitli hiicresel olaylar1 kontrol eden sinyal iletim
yollarinin da aktive edilmesi gerekmektedir (Gagiano ve ark. 2002, Pan ve ark. 2000).
S. cerevisiae ve bazi maya tiirlerinde pseudohifsel iiremeye neden olan fizyolojik sartlar
ve pseudohifsel iireme igin gerekli olan enzim ve yapisal proteinler ile bu proteinlerin
kontrol mekanizmalar1 molekiiler seviyede ¢ok iyi belirlenmistir.

Bu c¢alismanin amaci Kluyveromyces cinsine ait farkli tiirlerde glikojen ve
trehaloz metabolizmalarini analiz etmek, pseudohifsel iiremenin olup olmadigini
arastirmak ve Kluyveromyces’te pseudohifsel liremenin glikojen ve trehaloz birikimine
etkilerini arastirmaktir. Bunun i¢in Kluyveromyces cinsine ait Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces lactis var. drosphilarum, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces
marxianus var. bulgaricus ve Kluyveromyces thermotolerans tiirleri kullanilmistir. Bu
maya tiirleri farkli iireme ortamlarinda iiretilerek sentezlenen glikojen ve trehaloz
miktarlar1 biyokimyasal olarak analiz edilmistir. K/uyveromyces tiirlerinde iireme ortami
kosullarina gore glikojen ve trehaloz biyosentezi olup olmadig arastirilmistir. Ayrica
Kluyveromyces tiirleri lireme ortami kosullarina gore pseudohifsel iireme bakimindan da

incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kluyveromyces Genusunun Ozellikleri

Mayalarla yapilan ¢alismalarin baslangici 18. ylizyilin sonlarina dayanmaktadir.
Bu donemde mayalarin canli organizmalar oldugu diislinlilmemistir. Bu nedenle ilk
bilimsel aragtirmalar biyologlar tarafindan degil de kimyacilar tarafindan yapilmistir.
Mayalarda ilk olarak alkolik fermentasyon arastirilmistir. Bu aragtirmanin sonucunda
alkolik fermentasyonun kimyanin en olaganiistii olaylarindan birisi oldugu belirtilmistir
(Barnett 1998).

Mayalar arasinda bir tiir, bilimsel arastirmalarda baz1 tarihsel nedenlerden dolay:
hep baskin olmustur. Bu maya tiirii artik ‘“‘maya’’ kelimesi ile es anlamli kullanilan
Saccharomyces cerevisiae’dir. Bununla birlikte S. cerevisiae bilimsel incelemelerde
tanimlanan 800 maya tiirlinden bir tanesidir (Flores ve ark. 2000).

Kluyveromyces cinsinde bulunan bir¢ok maya tiirii 1900’1 yillarin baglarinda
tanimlanmistir. Bunlarin arasinda Kluyveromyces lactis (Saccharomyces lactis),
K. fragilis, K. thermotolerans, K. drosophilarum, K. waltii sayilabilir (Barnett ve
Lichtenthaler 2001).

Kluyveromyces cinsi taksonomide Ascomycota filumunda yer almaktadir.
Saccharomycetes sinifinin Saccharomycetaceae familyasina dahildir. Kluyveromyces
cinsi oldukga heterojen olup, bugiine kadar 16 tiirii tanimlanmistir. Bu tiirlerin 10 tanesi
filogenetik olarak Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Arxiozyma ve Candida
cinslerine ait olan tiirlerle karismiglardir (Naumov ve Naumova 2002).

K. lactis biyoteknolojide yaygin olarak kullanilan bir maya tiiriidiir. Genel
olarak, giivenli oldugu kabul edilen (GRAS- Generally Regarded As Safe) bir maya
olmasi, molekiiler genetigi acisindan yiiksek derecede kararli epizomal vektor
sistemlerine sahip olmast ve fermentasyon o&zelliklerinden dolay1 endiistriyel
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Wesolowski-Louvel ve ark. 1996).
K. lactis, laktaz (B-galaktosidaz) iiretiminde kullanilan en 6nemli kaynaklardandir. Son
yillarda rekombinant protein iiretiminde de kullanilmaya baslanmistir (Wesolowski-
Louvel ve ark. 1996, Bitzilekis ve Barnett 1997). Insan interldkin 1B ve serum albumin,

fare a-amilaz, bir¢cok bakteriyal ve fungal B-laktamaz bu mayanin a, B ve y zimocin alt



birimlerinin salgiladigr lider peptid sinyalleriyle iiretilen heterolog proteinlerdir

(Wesolowski-Louvel ve ark. 1996, Schaffrath ve Breuning 2000).

2. 1. 1. Kluyveromyces Cinsinin Fizyolojisi ve Genetik Yapisi

Kluyveromyces cinsi mayalar vejetatif olarak {iirerler ve aseksiiel liremeleri
multilateral tomurcuklanma ile olur. Bu cinse ait tiirler kiiresel, oval veya uzamis hiicre
sekillerine sahip olabilirler (Wesolowski-Louvel ve ark. 1996, Kurtzman 2003).
S. cerevisiae hiicrelerinden daha kiiciik yapida olabilirler. Dogal yasam alanlar ¢esitli
olabilir, meyvelerde ve siit irilinlerinde bulunabilirler. K. lactis’in bir¢ok susu siit
triinlerinden izole edilmistir (Wesolowski-Louvel ve ark. 1996). Gergek hif
olusturmazlar, ancak pseudohif olusturabilirler. Askuslari, bir hiicre ile onun tomurcugu
arasinda veya birbirinden bagimsiz hiicreler arasinda birlesmelerle olusabilir. Askuslar
1-4 arasinda kiiresel, oval veya bdbrek seklinde askosporlar olustururlar ve
olgunlastiklarinda eriyip kaybolurlar (Kurtzman 2003).

K. lactis ¢ok cesitli karbon kaynaklarin1 asimile edebilmektedir. Glukoz,
galaktoz, sukroz, maltoz, laktoz, rafinoz, etanol ve gliserol gibi bir¢ok bilesigi karbon
kaynagi olarak kullanabilmektedir. K. lactis suslar1 laktozda oldukg¢a hizli ireyebilirler
(Wesolowski-Louvel ve ark. 1996).

Kluyveromyces c¢alismalarinda kullanilan kiiltiir ortami S. cerevisiae igin
kullanilan ortamlarla aynidir. Bu iireme ortamlar1 zengin ortam olan YPD (%1 Yeast
Ekstract, %2 Pepton, %2 Dextrose) ortamidir. Ayrica, K. lactis’in prototrofik suslari
minimal ortam olan YNB (1.7 g/l Yeast Nitrogen Base, 5 g/l Amonyum siilfat, %2
Dextrose) ortaminda da iireyebilirler. Fermente edilemeyen karbon kaynaklarindan
gliserol, laktat ve etanol de K. lactis tarafindan aerobik olarak kullanilabilirler
(Wesolowski-Louvel ve ark. 1996).

K. lactis genellikle 25-28 °C’de iiretilmektedir. Ureme igin iist smir 40 °C’dir.
S. cerevisiae bu sicakhiga K. lactis’ten daha dayamkl olup, 50 °C’de 10 dakika tutulan
K. lactis hiicrelerinin biiyiik kism1 6lmektedir (Wesolowski-Louvel ve ark. 1996).

K. lactis suslart genellikle heterotalliktirler. Birgok K. lactis susu MATa ve
MATea genlerinin kodladigr a ve o eslesme tipinde bulunmaktadir (Schaffrath ve

Breuning 2000, Wesolowski-Louvel ve ark. 1996). MAT« geninin kodladig1 protein



S. cerevisiae eslesme faktorii o ile yiiksek homoloji gostermektedir. S. cerevisiae ile
hiicre dongiileri olduk¢a benzerdir (Wesolwski-Louvel ve ark. 1996). S. cerevisiae’nin
tersine K. lactis’in mitotik iremesinde haploid safha baskindir. Diploid hiicreler spontan
olarak mayoz ve sporulasyona girerler (Schaffrath ve Breuning 2000, Wesolowski-
Louvel ve ark. 1996). Ayrica K. lactis’in diploid sathasi bir¢ok hiicre i¢in gegicidir
(Wesolowski-Louvel ve ark. 1996).

K. thermotolerans’ta 7 kromozom bulunmaktadir ve genom biiyiikligi 10,6
Mb’dir (Malpertuy ve ark. 2000). K. marxianus’ta ise tiire gore degisen 6- 12 arasinda
kromozom bulunmaktadir. K. marxianus var. marxianus’un 10 kromozomu vardir ve
genom biiyiikligii 14 Mb’dir (Llorente ve ark. 2000).

K. lactis’te 6 kromozom belirlenmistir. Toplam genom biiyiikliigii yaklagik
olarak 12 Mbp denebilir. Kromozomal DNA S. cerevisiae ile karsilastirildiginda % 40
oraninda GC igerir. Genom biiyiikliigliniin 12Mb olmas1 S. cerevisiae ile arasinda
anlaml bir fark veya kiicliklilk olusturmamaktadir. Biiyliik genom ve az kromozom

say1st tipik non-Saccharomyces mayalarimin bir 6zelligidir (Wesolowski-Louvel ve ark.

1996, Schaffrath ve Breuning 2000).

2. 1. 2. Kluyveromyces Genusunun Metabolik Ozellikleri

K. lactis, genetik ve fizyoloji arasindaki baglantiyr arastirmak i¢in miikemmel
bir alternatif maya modelidir. Ozellikle S. cerevisiae’ye gore K. lactis’te aerobik
metabolizmanin fermentasyona baskin olmasi maya arastirmalari i¢in farkli fizyolojik
stratejiler gelistirilmesine olanak saglamistir (Schaffrath ve Breuning 2000).

S. cerevisiae’den farkli olarak bu tiirde aerobik metabolizma baskindir.
K. lactis’in de i¢inde oldugu birgok maya tiirii aslinda aerobik organizmalardir. K. lactis
kiltlirleri organik asit esterlerinin varligindan dolayr olusan meyve kokusuyla,
S. cerevisiae Kkiiltiirlerinden kolaylikla ayirt edilir. Mutlak anaerobik kosullarda bir¢cok
K. lactis susu ortama steroller ve yag asitleri ilave edilse bile lireyemezler. Ancak, yine
de glukoz ve fruktozda anaerobik iireyebildikleri bildirilmistir (Entian ve Barnett,
1983). Aerobik kosullarda glukozu fermente ederek etanol iiretir, ancak aerobik
metabolizma da iireme safhasinda fonksiyoneldir. K. lactis’te aerobik metabolizma

glukoz baskilamasindan etkilenmez (Wesolowski- Louvel ve ark. 1996).



Mayalarin aerobik ortamlarda etanol olusturmasi olaymna Crabtree etkisi adi
verilir. Mayalarin kiiciik bir grubu bu etkiyi gosterir (Breuning ve ark. 2000).
S. cerevisiae Crabtree pozitif mayalar arasindadir. Siit mayasi olarak endiistride
kullanilan K. lactis ise Crabtree negatif bir mayadir. Crabtree-pozitif mayalarin ATP ve
biomass iiretimi Crabtree-negatif mayalara gore olduk¢a azdir (Breuning ve ark. 2000,
Schaffrath ve Breuning 2000). Heterolog protein iiretimi gibi biomass iiretimine bagl
endiistriyel uygulamalarda Crabtree etkisi en Onemli sorundur. Piruvatin tamami
dekarboksillenir ve etanole indirgenir (Breuning ve ark. 2000). Etanol olusumundan
sekerin siirli oldugu kiiltiir ortamlarinda kaginilabilir, ancak bu kez de iireme ve
protein sentezi orani diismektedir (Schaffrath ve Breuning 2000). Bu yiizden de
biyoteknolojide Crabtree-negatif maya olan K. lactis tercih edilir (Breuning ve ark.
2000).

K. lactis’te, yiiksek glukoz iceren besin ortamlarinda glikolitik yolun oldukca
sik1 kontrol edildigi goriilmektedir. Mitokondriyal fonksiyonlar ¢esitli antibiyotiklerle
durdurulabilir. Antimycin A, oligomycin ve erithromycin gibi ilaglar bu gruptandir.
S. cerevisiae bu antibiyotiklerin varlifinda ve fermentasyon ig¢in yeterli glukoz
bulundugu ortamlarda iireyebilmektedir. Bircok maya tiiri de S. cerevisiae gibi
davranmaktadir. Ancak K. /actis bu mitokondriyal ilaclara farkli bir tepki gosterir. Bazi
suslart bu mitokondriyal inhibitorlerin varhiginda {reyebilirlerken, bazilar
ireyememektedir. Ortamda glukoz ve mitokondriyal inhibitér varken iireyebilenler
Rag’ (glukozda antimisine direngli) fenotip, duyarli olup iireyemeyenler ise Rag’
fenotip olarak ifade edilirler. Rag™ suslar1 glukozda tiremeleri mitokondriyal solunuma
bagimli olanlardir. Dogal olarak izole edilen mutantlar ragl allelini tasirlar. Rag’
fenotipi fermantatif metabolizmasi etkilenmis mutantlar1 ayirmada kullanilmaktadir.
Bir¢ok KIRAG geninin glikolitik yolun kontroliinde yer aldig1 gosterilmistir (Goffrini ve
ark. 1989, Goffrini ve ark. 1991, Wesolowski-Louvel ve ark. 1992, Prior ve ark. 1993,
Schaffrath ve Breuning 2000, Breuning ve ark. 2000).

K. lactis’te glikolitik  yolun iyl diizenlenmis glukoz alinimi ile
sinirlandirilabildigi belirtilmektedir. Sadece HGT1 (High affinite Glucose Transporter)
geni tarafindan kodlanan glukoz tastyicilarinin K. lactis’te siirekli olarak sentezlendigi
bildirilmistir. Ancak, bu yiiksek afiniteli glukoz tasiyicilart fermantatif liremeyi

desteklemeye yeterli degildir ve diisiik kapasiteli gibi goriinmektedir. Bilinen diger



tastyicilar transkripsiyonel seviyede kontrol edilmektedirler (Schaffrath ve Breuning
2000).

K. lactis’in kullandig1 karbonhidratlarin ¢esidi S. cerevisiae’den daha genistir.
Laktoz K. lactis’te metabolize edilebilirken S. cerevisiae’de edilemez. KILAC4 geni
laktaz KILACI2 geni laktoz permeazi kodlamaktadir. Bu genlerin S. cerevisiae’e
aktarilmasi ile transformantlar laktozlu ortamda iireyebilirler. KILAC4 ve KILACI2
genleri GAL genleri ile birlikte transkripsiyonel diizeyde kontrol edilir ve diizenlenirler.
KIGAL genleri galaktoz metabolik enzimlerini kodlamaktadir. Bu birlikte diizenlenme
KlGal4p (Lac9p) transkripsiyon aktivator protein ile yapilir. Bu da S. cerevisiae’deki
Gal4p’nin K. lactis’teki homologudur. KLGal4p proteini laktoz ile aktiflesir. Bunun i¢in
de laktoz alinmasi ve laktaz aktivitesi gereklidir. K. lactis, karbon kaynagi olarak
galaktoz iceren lreme ortamlarinda S. cerevisiae’den daha iyi iliremektedir. Bu da
hiicredeki KlGal4p proteininin yiiksek konsantrasyonda bulunmasina baglanabilir.
Laktoz tasiyicilarin1 kodlayan K/LACI2 genindeki mutasyon, laktoz ve galaktozda
tiremeyi durdurmaktadir (Flores ve ark. 2000). K. /actis’te laktaz geni transkripsiyonu
laktoz veya galaktoz ile aktive edilir. Bu aktivasyonun bazi suslarda glukoz ile
baskilandig1 gosterilmistir (Breuning 1989).

Mayalardaki gliserol metabolizmasinda, NADH’in reoksidasyonu alkol
dehidrogenaz tarafindan anaerobiosis devam ederken yapilmaktadir. Bununla birlikte
anaerobik kosullarda gliserol iiretimi ikincil, ancak &nemli bir NAD" iiretim yoludur.
S. cerevisiae’de alkol dehidrogenazi eksik olan mutantlarda etanol iiretimi glukoz

fermentasyonu sirasinda devam etmektedir (Schaffrath ve Breuning 2000).

2. 2. Trehaloz ve Glikojen Metabolizmasi

Glikojen ve trehaloz mayalarda depolanabilen karbonhidratlardir. Stres
sartlarinda sentezlenen glikojen ¢ok dallanma gosteren bir polisakkarittir. Lineer zincirli
glukoz biriminin o (1-4) bagiyla baglanmasiyla olusur. Dallanma ise o (1-6) baglartyla
meydana gelir. Trehaloz ise iki glukozun o (1-1) bagiyla baglanmasiyla olusan bir
disakkarittir. Trehaloz stress koruyucusu iken, glikojenin fonksiyonu heniiz tam olarak
netlesmemistir. Cevresel kosullara bagli olarak hiicrenin kuru agirhigmin %1-25ini

olustururlar (Frangois ve ark. 1997 ).



Trehaloz, ilk olarak cavdar ve diger tahil {iriinlerini etkileyen fungal bir bitki
hastalig: etmeninde tesadiifen kesfedilmistir. Pers ve Osmanli Imparatorlugu’nda tibbi
amaclarla kullanilan Larinus boceginin kozalarinda bu seker bulunmus ve bocegin
kozalarina verilen isim olan trehala’dan esinlenilerek bu sekere trehaloz adi verilmistir
(Singer ve Lindquist 1998).

Anhidrobiyosisin ¢ok daha iyi anlagilmasiyla trehalozun 6nemi ve hiicrelerde
oynadig1 rol 5nem kazanmistir (Riberio ve ark. 1999). Ozellikle anhidrobiyontlarda ¢ok
fazla bulunmaktadir. Bu alisilmamis organizmalara yeniden canlanan bitkiler de
dahildir. Bu bitkilerden Selaginella lepidophylla olduk¢a fazla miktarda trehaloz
tiretmektedir ve kuraklikta kaybettigi canlilik aktivitesini hiicre i¢ine su girisinden sonra
tekrar kazanmaktadir (Singer ve Lindquist 1998).

Indirgenmemis bir disakkarit olan trehaloz iki glukoz biriminin (o) 1,1
glikosidik bag ile baglanmasiyla olusmaktadir (Riberio ve ark. 1999, Elbein ve ark.
2003, Gancedo ve Flores 2004). Trehalozun {i¢ anomeri bulunmaktadir. Bunlar a,3-1,1;
B,B-1.1 ve a,a-1,1°dir. Ancak sadece a,o-1,1 trehaloz canlilardan izole edilmistir ve
yine sadece bu anomerin biyosentezi vardir (Argiielles 2000). Trehaloz indirgenmemis
olmasinin yaninda yiiksek hidrofilite, kimyasal kararlilik ve internal hidrojen baglarinin
olmamas1 gibi Ozelliklere de sahiptir. Bu ozellikler trehalozun bir stress metaboliti
olarak gorev yapmasinda temel etkenler olarak sayilabilirler (Argiielles 2000).

Trehaloz dogada oldukca yaygin olarak bulunmaktadir. Maya, mantar, bakteri,
alg, basit ve gelismis bitki ve omurgasizlarda, omurgalilarda bulunmaktadir (Attfield
1987, Argiielles 2000, Elbein ve ark. 2003, Gancedo ve Flores 2004). Bir¢ok liken ve
alg tiriinde de trehaloz bulunmaktadir. Ancak miktarlart mayalarda bulundugu
konsantrasyonlardan ¢ok daha azdir (Elbein ve ark. 2003).

Trehalozun maya ve mantarlarda oldukg¢a yaygin olarak bulundugu, bunlarin
sporlarinda ve vejetatif hiicrelerinde olustugu bildirilmistir. Ornegin, Dictyostelium
mucorides spor ve makrositlerinin kuru agirliklarinin %7’sinden fazla miktarda trehaloz
icerdigi, Neuspora tetrasperma askosporlarinda kuru agirliklarinin %10°nundan fazla
bulundugu bildirilmistir. Bu sporlar ¢imlendiklerinde trehaloz hizla yok olmaktadir. Bu
durumda trehalozun bir karbon veya enerji kaynagi olarak depolandigi tahmin
edilmektedir (Elbein ve ark. 2003). Trehaloz S. cerevisiae’de yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Argiielles 2000, Elbein ve ark. 2003). Bu



organizmadaki trehaloz miktar1 hiicrenin yapisina, biiyiime asamasina ve besinsel
durumuna baghdir (Elbein ve ark. 2003).

Biyolojik sistemlerin incelenmesi ile trehalozun hangi amaglar i¢in kullanildig
ve fonksiyonlar1 anlagilmaktadir. Trehaloz prokaryotik organizmalarda eksternal karbon
kaynagi olarak kullanilabilen bir karbonhidrattir. Fotosentetik  bakterilerde
depolanmayan trehaloz, mikobakterilerde ve korinebakterlerde ise hiicre duvarinda
yapisal bir rol oynamaktadir (Argiielles 2000, Elbein ve ark. 2003).

Trehaloz maya ve bitkilerde bir sinyal molekiilii olarak gorev yapmaktadir.
Metabolik yollara direkt olarak etki edebilir veya kontrol edici bir rol {iistlenebilir.
Biiylimeyi etkileyici gérev yapabilir. Ayrica, trehaloz hiicre zarini ve proteinleri gesitli
stres sartlarinin neden oldugu inaktivasyon veya denatiirasyondan korumaktadir. Sicak,
soguk, oksidasyon, kuruma, agir metallerin etkisi, organik c¢oziiciiler gibi ¢esitli ortam
sartlarindan hiicre zarini koruyucu bir goérev yaptigi belirtilmektedir (Attfield 1987,
Riberio ve ark. 1999, Elbein ve ark. 2003).

Trehaloz glikojen ile birlikte diisiiniildiiglinde mayalarda bir enerji yedegi olarak
gorev yapmaktadir. Trehaloz glikolitik sliregte diizenleyici olarak hareket eder
(Thevelein ve Hohmann 1995). Yapilan bircok calisma, trehalozun hiicre i¢indeki
miktari ile hiicreleri ¢esitli stres sartlarina karsi koruyuculugunun birbiri ile baglantili
oldugunu, hiicrelerin hayatta kalmalarint sagladig1r vurgulanmaktadir (Riberio ve ark.
1999).

Trehalozun endiistrideki 6nemi ise, ekmek mayasinin dayanikliligini arttirmada,
stabilitesini saglamada kullaniliyor olmasidir. Bu 6zelligi olduk¢a uzun bir siiredir
bilinmekte ve kullanilmaktadir. Ayrica biiyiik ¢apli molekiillerin stabilizatorii olarak
kullanilmakta, bircok dayaniksiz {iriiniin dayanikliligini arttirmaktadir. Bu dirlinler
arasinda enzimler, yiyecekler, ilaglar, kozmetikler sayilabilir. Bu 6zelliginden dolay1
yapist onem kazanmaktadir (Colago ve ark. 1992, Gancedo ve Flores 2004). Trehaloz
maya hiicrelerinin duragan safhaya girislerinde, azot, fosfor, siilfiir gibi minerallerin
eksikliginde oldukga yiiksek miktarda depolanir (Lillie ve Pringle 1980).

Trehaloz biyosentezi i¢in ¢esitli organizmalarda farkli yollar tanimlanmistir. Bu
yollardan en ¢ok ve en iyi ¢alisilan yol trehaloz fosfat sentaz enziminin bulundugu
yoldur (Elbein ve ark. 2003). Trehaloz sentezini katalizleyen enzimler maya hiicresinin

sitozoliinde bulunurlar (Singer ve Lindquist 1998).
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Trehaloz biyosentezi iki asamada gergeklesir. Sentez iiridin-di-fosfo-glukozdan
glukoz-6-fosfata glikozil birimlerinin aktarilmas: ile baglar (Cabib ve Leloir 1958).
Glikozil ~ birimlerinin  aktarimi  trehaloz-fosfat sentaz  (TPS) enzimi ile
katalizlenmektedir. Bu aktarim sonucunda trehaloz-6-fosfat + UDP olusmaktadir. Bu
reaksiyon ilk kez mayalarda tanimlanmigtir (Cabib ve Leloir 1958). Trehaloz fosfat
sentaz enzimi E. coli’de OtsA olarak adlandirilmaktadir. Ayrica UDP-glukoz ve glukoz-
6-fosfatin M. tuberculosis, Dictyostelium discoideum’da ve boceklerde bulundugu
gosterilmistir (Elbein ve ark. 2003). Ikinci asamada trehaloz-6-fosfat olustuktan sonra
fosfat grubu trehalozu olusturmak iizere ayrilir ve serbest inorganik fosfat dongiisiine
katilir (Cabib ve Leloir 1958). Trehalozun kimyasal yapisi, sentezi ve yikilisi
Sekil 2.1°de verilmistir.

TPS1 geni trehaloz sentezinin ilk adimini katalizleyen 56 kDa’luk bir polipeptidi
kodlamaktadir. Bu genin delesyonu trehaloz-6-fosfat sentaz aktivitesini ortadan
kaldirmaktadir (Frangois ve ark. 1997). Bu geni olmayan hiicreler trehaloz veya
trehaloz-6-fosfat tiretememektedirler (Singer ve Lindquist 1998). TPS2 geni, 102
kDa’luk bir protein olan trehaloz-6-fosfat fosfataz enzimini kodlamaktadir (Frangois ve
ark. 1997, Singer ve Lindquist 1998). TPS2 geninin delesyonu trehaloz-6-fosfat fosfataz
aktivitesini ortadan kaldirmaktadir (Francois ve Parrou 2001). Ayrica 7PSI’in
delesyonu da trehaloz-6-fosfat fosfataz aktivitesini durdurur, ¢iinkii trehaloz-6-fosfat
fosfatazin aktiflesmesi icin enzim kompleksinin biitiinliigli 6nemlidir (Vuorio ve ark.
1993). Trehaloz sentaz kompleksinin 123 kDa’luk biiyiik alt birimi ise 7SL/ geni
tarafindan kodlanmaktadir. Bu protein trehaloz-6-fosfat sentaz {izerinde diizenleyici rol
oynamaktadir (Vuorio ve ark. 1993). Trehaloz metabolizmas1 ve bu metabolizmada TPS
kompleksinin roliinii gdsteren sema Sekil 2. 2°de verilmistir.

In vitro deneyler S. cerevisiae Tpslp aktivitesinin birgok faktor araciligiyla
diizenlendigini gostermektedir (Frangois ve ark. 1997, Gancedo ve Flores 2004).
Trehaloz-6-fosfat sentaz aktivitesi 35 °C’nin altindaki sicakliklarda ve yiiksek fosfat
konsantrasyonlarinda baskilanir (Vandercammen ve ark. 1989, Londesborough ve
Vuorio 1993). Enzimin aktivitesi ise fruktoz-6-fosfat ile arttirilir. 50 °C’de ise fosfat ile
baskilanma ve fruktoz-6-fosfat ile aktivasyon azalir. Ancak trehaloz-6-fosfat sentaz bu
durumda ¢ok daha aktiftir (Londesborough ve Vuorio 1993). Trehaloz-6-fosfat sentaz
aktivitesi glukoz -6-P ve UDP-glukoza afinite gosterir (Frangois ve Parrou 2001).
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B.

UDP-glukoz + Glukoz 6-fosfat > Trehaloz 6-fosfat + UDP
Trehaloz-6-fosfat sentaz (Tpslp)

Trehaloz 6-fosfat > Trehaloz + P
Trehaloz-6-fosfat fosfataz (Tps2p)

Trehaloz 6-fosfat > Glukoz 6-fosfat + Glukoz
Trehaloz-6-fosfat hidrolaz (fosfotrehalaz)

> Glukoz + Glukoz
Trehalaz (Nth veya Ath)

Trehaloz

Trehaloz + P < > Glukoz 1-fosfat + Glukoz
Trehaloz fosforilaz

Sekil 2.1. Trehalozun yapisi (A), trehaloz biyosentez (B) ve yikim (C) yolu
(Argiielles 2000).

Is1 soku sirasinda trehaloz iiretiminin birgok nedeni vardir. Oncelikle 1s1 artist ile
TPS1 ve TPS2’nin transkripsiyonlari artar (Singer ve Lindquist 1998). Biiylime ve 1s1
soku sirasinda trehaloz-6-fosfat sentaz ve fosfatazin aktivitesi post-translasyonal
modifikasyonlarla diizenlenir. Is1 soku nétral trehalazi kodlayan NTHI ve NTH2
genlerinin ekspresyonunu da arttirarak, ndtral trehalazin aktivitesini degistirir

(Winderickx ve ark. 1996).
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Glukoz
(ds)
Heksoz tasiyicilar:
HXTler Trehalaz
v NTHI, NTH2. ATHI
Glukoz < Trehaloz
(ic)
Pi
ATP Heksokinazlar
HXKI, HXK?2, Trehaloz fosfat
ADP GLKI fosfataz TPS]
Trehaloz fosfat sentaz
v TPS1
/— Glukoz-6-fosfat \ » Trehaloz-6-fosfat
Fosfoglukomutaz v
PGM1 UDP

v
Glukoz-1-fosfat

UDP- glukoz
pirofosforilaz UTP
UGPI

PPI

v
UDP-glukoz

\-’Glikojen

sentaz
GSY1
GSY2

Glikojen fosforilaz
GPHI

Pi

v
Glikojen

Sekil 2.2. S. cerevisiae’de trehaloz metabolizmasi, bu metabolizmada TPS
kompleksinin rolii ve glikojen metabolizmasina ait yollar (De Silva-Udawatta ve

Cannon 2001).

Trehaloz igerigi ve strese dayaniklilik arasinda c¢ok yakin bir iligki
bulunmaktadir. Ayrica strese karsi dayanikliliktan sorumlu diger bazi faktorler de
bulunmaktadir. Bu faktorler trehaloz diizeyi ile baglantilidirlar. Bu genlerin

transkripsiyonel diizenlenmesine stresle aktiflesmis 1s1 soku faktorii aracilik etmektedir.
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Bu faktor, cis-acting heat shock factor DNA elementi HSE (Heat Shock Elements)
olarak taninir (Winderickx ve ark. 1996).

Stresten korunmadaki potansiyel 6neminden baska, trehaloz biyosentezinin hizla
fermente edilebilen karbon kaynaklarinda maya hiicrelerinin iireyebilmeleri ile de yakin
baglantis1 vardir (Winderickx ve ark. 1996). S.cerevisiae’de TPSI geninin dnemini
vurgulayan dort mutant belirlenmistir. Bunlar fdpl, cifl, bypl ve glc6 mutantlaridir
(Singer ve Lindquist 1998, Gancedo ve Flores 2004). ¢ps/ mutantlar1 kolaylikla
fermente edilebilen karbon kaynaginda 6rnegin glukozda iireyemezler, fakat galaktoz da
tireyebilirler. Bu mutantlarin katabolizmalar1 her iki seker icin de glukoz-6-fosfattan
sonra aynidir. Glukoz igeren ortama konduklarinda hiicrelerin igerdikleri glukoz miktar
artar. Asirt miktarda glukoz-6-fosfat olusturmak iizere heksokinaz tarafindan kolaylikla
fosforlanir. ATP ve serbest inorganik fosfat seviyeleri kritik olan hiicresel gorevleri
sabit hale getirmek i¢in artar (Winderickx ve ark. 1996, Singer ve Lindquist 1998).
K. lactis ggs mutantlar1 (Tre6P sentazi kodlayan gen) S. cerevisiae tps] mutantlari ile
benzer fenotip gosterir (Gancedo ve Flores 2004).

S. cerevisiae TPSI’ine homolog olan genler K. lactiste (KIGGSI) ve
Schizosaccharomyces pombe’de izole edilmistir (Luyten ve ark. 1993, Blazquez ve ark.
1993). Bu genlerin delesyonu trehaloz sentezini durdurmaktadir. S. pombe tps1” geninin
S.cerevisiae tpsl mutantlarinda ekspresyonu Tre6P sentaz aktivitesinin ve trehaloz
sentezinin yeniden baslamasin1 saglar (Frangois ve ark. 1997). KIGGSI geni,
S.  cerevisiae GGSI (TPSI)’ine %74 niikleotid, %79 aminoasit benzerligi
gostermektedir. K. lactis GGSI’inin delesyonu S. cerevisiae’deki delesyona benzer bir
sonu¢ vermektedir. GGSI’1 delesyona ugrayan tiirler glukoz ve fruktozda iireyemezler
ve trehaloz igerikleri oldukga azalir. Glukozla aktiflestirilen cAMP ve cAMP bagimli
protein kinazlarla ilgili diizenleyici etkilerle (cCAMP sinyalleri, trehalaz aktivasyonu,
trehaloz sentez ve yikimi ve fruktoz-1,6-bifosfatin inaktivasyonu gibi) ilgili ¢aligmalar
yapilmistir. Bu diizenleyici etkiler S. cerevisiae’de olduk¢a hizli olarak meydana
gelmektedir. K. lactis’te ise bu etkilerin timii olduk¢a yavas olusur ve Klggsl/
mutantlarindan etkilenmezler. K. lactis’te glukoz, piruvat dekarboksilaz ve potasyum
tasima sistemini aktiflestirici etki gostermektedir. Klggs/ mutantlarinda glukozun bu
etkileri goriilmez. Galaktozda iiremekte olan Klggs/ mutantlarinin ortamima glukoz

ilave edildiginde hiicre icersinde serbest glukoz ve serbest seker fosfat birikimi
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artmaktadir. Ayrica ATP ve inorganik fosfat seviyelerinde de hizli bir diislis gozlenir
(Luyten ve ark. 1993).

Eksponansiyel olarak iireyen hiicrelerin yiiksek 1s1, sodyum klorid, hidrojen
peroksit, ¢inko siilfat, yiiksek etanol konsantrasyonu (> %7) ve zayif organik asitlere
maruz kalmalar1 bu hiicrelerin trehaloz veya glikojen biriktirmelerine neden olur. Bu
gibi stres kosullarinda bircok gen aktiflesmektedir. Aktiflesen bu genlerin
promotorlarinda STRE elementi bulunmaktadir (Frangois ve Parrou 2001).

Trehaloz metabolizmasinin kontrolii glikojen metabolizmasi ile de benzerlikler
gosterir. Trehaloz, glukozun tiikenip cAMP seviyesinin diistiigli durumlarda aktif
fosforlanmis formunda bulunur. Bu nedenle glikojen ve trehaloz metabolizmasi
arasinda benzerlik oldugu sdylenebilir. Trehalozun direkt sentezinin yaninda, glikojen
yikimi ve glikoneojenesisden gelen glikosil birimleri de kullanilmaktadir (Gancedo ve
Serrano 1989). Duragan safthadaki hiicreler glukozla inkiibe edildiklerinde
trehaloz sentezi glikojen sentezi ile ayni zamanda olmaktadir. Ortamda yalnizca
glikojen oldugunda yikim gozlenmezken, trehaloz oldugunda hem sentez hem de yikim
olmustur (Gancedo ve Serrano 1989). Aclik sirasinda trehalozun yavas kullanimi,
glikojen fosforilaz ve trehalozun bu sartlarda inaktif defosforile formlarinda
bulunmalar1 ve trehaloz defosforilasyonunun glikojen fosforilazinkinden daha biiyiik bir
inaktivasyona neden olmastyla agiklanabilir (Gancedo ve Serrano 1989).

K. lactis’te KIGSK-3 geninin dizi analizi yapilmis, 6zellikleri belirlenmistir. Bir
glikojen sentaz protein kinaz olan Gsk-3p, Ser/Thr kinaz protein ailesine aittir ve
eukaryotlarda gelisimsel ve hormonal diizenlenmede gorev yapar. Karbon acligi oldugu
durumlarda ve sporulasyon ortamina aktarilan diploidlerde KIGSK-3’iin  mRNA
seviyesinin arttig1 belirlenmistir. KIGSK-3, 30 °C veya 14 °C’deki vejetatif tireme icin
gerekli degildir, ancak Klgsk-3::URA delesyonlu suslar glukozlu ortamda 37 °C’de
tireyememektedirler. K/GSK-3 geninin S. cerevisae MDSI genine homolog oldugu
bulunmustur. MDS1 geni (Mckl Dosage Supresor) S. cerevisiae’de GSK-3 ailesi ile
baglantili olan genlerden birisidir. MDSI normal vejetatif iireme sirasinda gerekli olan
bir gen degildir ve 1s1ya duyarlili§i baskilamaktadir (Rodriguez-Belmonte ve ark. 1998).

K. lactis ve S. cerevisiae’de sporulasyonun diizenlenmesinde farkliliklar vardir
ve KIGSK-3 geni sporulasyonla ilgili bulunan ilk gendir. KIGSK-31lin, S. cerevisiae

MDS1’1 gibi mayoz boliinme sirasinda artar ve mayozu diizenleyici rolii vardir. Ayrica
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KIGSK-3 geni MCKI ile de gorevleri agisindan baglantilidir. Cilinkii K/GSK-3’{in
delesyonu glikojen depolanmasinin azalmasina neden olmaktadir. KIGSK-3’iin
ekspresyon incelemeleri KI/GSK-3’lin ekspresyonunun vejetatif kosullarda diistik
oldugunu, sporulasyonda ve karbon kaynagi eksikliginde genin aktiflestigini
gostermektedir (Rodriguez-Belmonte ve ark. 1998).

Trehaloz, trehalaz enzimi ile glukoza parcalanmaktadir (Elbein 1974).
S. cerevisiae’de optimum pH’lar1 birbirinden farkli iki trehalaz bulunmaktadir.
Vakuolde bulunan ve siirekli aktif olan asit trehalaz (Keller ve ark. 1982,
Londesborough ve Varimo 1984) ve inaktif olan, cAMP bagiml fosforilasyon ile aktive
edilen, sitozolde bulunan nétral trehalazdir (Thevelein 1984). Bu iki farkli trehalaz
cesitli ozellikleri ile birbirlerinden ayrilmaktadir. Sitoplazmik enzimin optimum pH’s1
7’dir ve notral trehalaz olarak adlandirilir. Vakuolar protein ise maksimum aktiviteye
pH 4.5’te ulasir ve asit trehalaz adin1 alir (Elbein ve ark. 2003). Nétral trehalazin
aktivitesi Ca™ veya Mn' iyonlarma bagimhidir (Frangois ve ark. 1997). Trehalaz
enzimi, trehaloz seviyesini sabit tutarak veya azaltarak trehaloz metabolizmani diizenler
ve heksokinazin aktivitesini etkiler (Elbein ve ark. 2003). Asit trehalaz daha ¢ok hiicre
disindaki trehalozun katabolizmasi i¢in gereklidir (Parrou ve ark. 2005).

K. lactis’te notral trehalazi kodlayan KINTHI geni klonlanmistir. Bu gen, cAMP
bagimli protein kinazlar tarafindan fosforlanarak diizenlenmektedir (Amaral ve ark.
1997).

Glikojen ve trehaloz sentezi birgok faktor tarafindan kontrol edilmektedir.
Trehaloz ve glikojen metabolizmasinin hiicre dongiisiine bagli olarak diizenlendigini
gosteren calismalar da vardir. Trehaloz birikiminin lireme hizina bagimli oldugu ve
G- siklin CLN3’1in stirekli sentezlendigi hiicrelerde yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir.
Trehaloz seviyesinin G;’deki duraklamaya bagli oldugu, trehalozun sadece yaban tip ve
CLN3’iin siirekli sentezlendigi hiicrelerin 5 saaten fazla siiren G; sathasi sirasinda
biriktigi belirlenmistir. Glikojen seviyesi ise hiicre dongiisiinden bagimsiz olarak
CLN’iin stirekli eksprese olmasi ile indirgenmektedir. G; safhasinin stiresine karsilik
olarak besin eldesi CIn3/Cdc28 kinaz kompleksinin aktivitesine baglidir. Hiicrelerde
besinlerin elde edilmesi transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde Cln3’iin miktar1 ile
belirlenmektedir. Besin agligi c¢eken hiicrelerde glukoz veya azot ilave edilmesiyle

CLN3 seviyesi hizla artmaktadir (Paalman ve ark. 2003).
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2. 3. Mayalarda Depo Karbonhidratlarinin Fonksiyonlari

2. 3. 1. Glikojen ve Trehalozun Karbon Kaynagi olarak Kullanimi

Maya hiicreleri, bir polisakkarit olan glikojeni ve bir disakkarit olan trehalozu
sentezleyebilir ve hidroliz edebilirler. Glikojen ve trehaloz, iiremenin sinirlandigt
kosullarda (azot, fosfor, siilfiir, biotin vb. bulunmadigi bir karbon kaynaginda
tiretilmekte olan maya hiicrelerinde) ve glukozda iiremekte olan maya hiicrelerinde
eksponansiyel sathanin sonunda biriktirilmektedir (Lillie ve Pringle 1980, Frangois ve
ark. 1987). Maya hiicrelerinin fizyolojik durumu, iireme agamalar1 ve ireme ortamlarina
gore trehaloz ve glikojenin hiicredeki miktarlart ¢ok degiskenlik gosterir (Lillie ve
Pringle 1980).

Cevresel sartlara ve lireme agsamasina bagli olarak bu karbonhidratlar maya
hiicrelerinin kuru agirliginin %1’inden az veya %?23’iinden ¢ok daha fazla olabilirler.
Glikojen ve trehaloz igeriklerinin 6nemli derecedeki farkliligi ve belli miktarlarda
birikebilmeleri, maya hayat dongiisii siliresince O©nemli roller oynadiklarini
gostermektedir (Lillie ve Pringle 1980).

Trehaloz eksponansiyel tiremede oldugu gibi, besinler bol miktarda
bulundugunda sentezlenmez. Bu durumda maya hiicrelerinin glikojene ilave olarak
ikinci bir enerji deposuna neden ihtiya¢ duydugu sorulabilir. Enerji kaynaklarinin
birikiminin, besinlerin bol olarak bulundugu zamanlarda olmasi beklenmektedir.
Glikojen gercekten de maya hiicrelerinde eksponansiyel biiyiime safhasi sirasinda
tiretilmektedir. Ancak buna ters olarak trehaloz, duragan faza kadar iiretilmez. Trehaloz
sentezi hiicre dist glukoz olmadiginda duragan satha siiresince glikojenin metabolize
oldugu zaman siliresince devam eder. Benzer olarak glikojen sporulasyonda
askosporlarin son olarak olgunlasmalarinda kullanilir. Bu arada trehaloz metabolize
olmayip olgun sporlarda bulunur. Duragan sathada uzun siire devam eden inkiibasyon
sirasinda hiicreler tekrar ilk olarak glikojeni kullanirlar. Trehaloz en sonunda metabolize
olur, ancak ag¢ligr dnlemede risk sinirinin ne olabilecegi diisiiniilmektedir. Trehalozun
yikimi glikojen depolarinin yikilmasindan uzun siire sonra meydana gelir. Bu da hiicre
Olimiiniin baglangiciyla ayni zaman denk gelmektedir (Singer ve Lindquist 1998).
Glikojenin tiikenmesinden sonra ¢ok diisiik bir oranda trehaloz yikimi gozlenir (Lillie

ve Pringle 1980). Trehalozun tamami ancak birkag¢ hafta gegtikten sonra yikilmaktadir
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(Gancedo ve Serrano 1989). Trehalozun yavas metabolizmasi canlilik i¢in oldukca
onemlidir. Canlilik ve fermentasyon yetenegi disakkaritlerin tiikenmesinden sonra azalir
(Lillie ve Pringle 1980, Frangois ve ark. 1997). Trehaloz bu 6zel kosullar altinda bir
enerji deposu gorevi yapmaktadir (Gancedo ve Serrano 1989).

Mayalarin, glukoz varligindaki diauxic gelisimleri sirasinda glikojen
sentezlemeleri ve besin eksikliginin oldugu duragan sathada glikojenin yikimi depo
karbonhidratlarin birikimi kavramina uymaktadir. Trehaloz etanoldeki biiyiime safhasi
sirasinda olustugu i¢in bu kavram tam olarak trehaloza uymaz ve stressiz kosullarda
daha fazla kullanilir. Besin yoklugunda hiicresel aktiviteyi desteklemek, enerji ve
karbon saglamak glikojenin en biiyiik fonksiyonudur (Frangois ve Parrou 2001).

Karbonhidrat simirlamasinin oldugu siirekli maya kiiltiirleri ile yapilan
deneylerde glikojen ve trehalozun hiicre dongiisiiniin G; safhasinda biriktigi
gosterilmistir. Tomurcuklanmanin baglamasiyla, trehaloz ve glikojen fosforilasyon
aktivitesi artmaktadir. Tomurcuklanma indeksi ile depo karbonhidrat metabolizmasinin
artmasi arasinda bir iliski oldugu belirlenmistir. Glukoz depolari, biiyiime orani diisiik
olan hiicre dongiisiinde ilerlemek icin gerekli olan enerji ve karbon kaynagi olarak
gorev yaparlar. Bununla birlikte, glikojen ve trehaloz sentezleyemeyen bir mutant diisiik

oranda da olsa boliinmeye ve biiyiimeye devam etmektedir (Francois ve Parrou 2001).

2. 3. 2. Glikojen ve Trehalozun Glikolizin Diizenlenmesindeki Onemleri

Mayalarda depo karbonhidratlarin birikimi ile glikolik yol arasinda bir iliski
oldugu bilinmektedir. Glukozun sinirli, az oldugu kosullarda glikoliz yavaslamakta ve
yiiksek oranda karbonhidrat birikimi olmaktadir (Larsson ve ark. 1997). Bunun yaninda,
asirt miktarda karbon ve enerji kaynagimin oldugu ancak azotun smirli oldugu
durumlarda aerobik ve anaerobik sartlara bakilmaksizin hiicre i¢inde depolanan
karbonhidratlarin az veya ¢ok tiiketildigi goriilmektedir. Ayrica, aerobik ortamlarda
trehaloz depolanan en 6nemli karbonhidrattir (Larsson ve ark. 1997).

Trehaloz sentezinden sorumlu enzim kompleksi olan trehaloz-fosfat sentaz
(TPS) dort alt birimden olugmaktadir. Bu altbirimler trehaloz biyosentezi i¢in gereklidir
(Elbein ve ark. 2003). Trehaloz metabolizmasi ile glikoliz ve fermentasyon arasinda bir

iliski vardir. Trehaloz metabolizmasiyla glikoliz arasindaki iliskiyi ac¢iklamak igin
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cesitli hipotezler one siiriilmiistiir (Elbein ve ark. 2003). Ilk hipoteze gore; TPS,
trehaloz-fosfat sentezine ilave olarak diizenleyici bir fonksiyona sahiptir. Glukoz
tasinimi ve  seker-kinaz  aktiviteleri ile iliskisi yoluyla glukoz akimim
sinirlandirmaktadir (Thevelein 1992). Diger hipoteze gore; trehaloz metabolizmasi
glikolizin fazla calismasimi kisitlamaktadir. Bu kisitlama trehaloz sentezinde seker-
fosfat kullanilmasi veya bagka yere yonlendirilmesi ile olusur. Bu yol daha sonra,
gliseraldehit 3-P dehidrogenaz aktivitesi icin gerekli olan inorganik fosfatlar
tiretmektedir (Hohmann ve ark. 1993). Son hipoteze gore ise trehaloz-P, heksokinaz
aktivitesini durdurarak glikolize seker akimini sinirlandirir (Blazquez ve ark. 1993).

Yapilan bir ¢alismada trehaloz-6-fosfatin S. cerevisiae heksokinazlarini inhibe
ettigi gosterilmistir (Elbein ve ark. 2003). Duragan sathada olan hiicrelerde, ortama
glukoz eklenmesinden 5 dakika sonra hiicrelerarasi trehaloz-6-fosfatin 7 mM’a
yiikseldigi bulunmustur. Bu konsantrasyon heksokinaz aktivitesini %90 oraninda
azaltmaktadir (Frangois ve Parrou 2001).

TPSI genindeki, hizla fermente edilebilen karbon kaynaginda {iremeyi
engelleyen bir mutasyon trehaloz ve glikolitik siire¢ arasindaki baglantiy
gostermektedir (Francois ve Parrou 2001). zps/ mutantlarinda, fruktoz-1,6-bisfosfata
kadar olan ara iirlinler yiiksek miktarda birikmekte, hiicre i¢i Pi miktar1 azalmakta ve
glukoz eklenmesinden sonra birka¢ saniye iginde ATP yikilmaktadir. ATP’nin bu ani
diisiisti, glikolizin ATP harcama ile ATP olusturma kismi orani arasinda bir dengesizlik
olusturur. Bunun, 7PS/’in fonksiyon kaybina bagli engelleyici bir etkiden
kaynaklandig: diisinilmektedir (Frangois ve Parrou 2001).

Alternatif olarak, ATP dongiisiiniin artmasi stresin arttirdigt ATP dengesizligini
karsilamak i¢in iyi bir sistem olabilir. Trehaloz doniisiimii ve hiicrelerin 1s1, tuz ve
oksidatif strese maruz kaldiklarinda biriktirdikleri glikojen bu fonksiyonu yerine
getirmektedir. Glikojen ve trehaloz doniisiimiiniin glikolitik koruma vanasi olarak islev

gordiigii one stiriilmektedir (Frangois ve Parrou 2001).
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2. 3. 3. Glikojen ve Trehalozun Stres Sartlarindan Korumadaki Onemleri

ve Kullanimlari

S. cerevisiae’de trehalozun fonksiyonunu anlamak ig¢in gerekli ipucu, bu
disakkaritin sadece niikleer-sitozolik bdlmede yerlesmis olmasiyla bulunmustur.
Trehalozun bu bdolgelerde sinirlandirilmasiyla sitozolik trehaloz konsantrasyonu 0,5 M
olarak bulunur. Yiiksek miktardaki glukoz sitoplazma bilesenlerini etkiler. Is1 araliginin
genis tutuldugu in vitro deneylerde proteinlerin dogal yapilarinin bozulmamasi igin
trehalozun yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu gosterilmistir. Trehaloz seviyeleri zor
kosullar altinda hayatta kalabilen hiicreler ile iliskilendirildiginde, bu etkilerin strese
dayaniklilikta 6nemli oldugu in vivo olarak gosterilmistir (Singer ve Lindquist 1998,
Riberio ve ark. 1999). Ornegin, trehalozun yiiksek oldugu fizyolojik durumlarda
(duragan satha ve sporlar) hayatta kalan hiicreler 1siya dayaniklidirlar. Buna ek olarak,
yiiksek sicaklik, etanol, kuruma ve hidrojen perokside kars1 hiicresel yanitin bir parcasi
olarak trehaloz konsantrasyonu artar. Diger mantar, prokaryot ve nematodlardaki
gozlemler, mayada strese dayaniklilikla yiiksek trehaloz konsantrasyonlar1 arasindaki
iliskiyi desteklemektedir (Singer ve Lindquist 1998).

Yiiksek miktardaki trehaloz igerigi hiicreleri otolizden korumaktadir. Trehaloz
maya ve bitkilerde bir sinyal molekiilii olarak da gorev yapmaktadir. Trehaloz hiicre
zarmi ve proteinleri g¢esitli stres sartlarinin neden oldugu inaktivasyon veya
denatiirasyondan korumaktadir. Sicak, soguk, oksidasyon, kuruma, agir metallerin
etkisi, organik ¢oziiciiler gibi ¢esitli ortam sartlarindan hiicre membran sistemlerini ve
proteinlerini koruyucu bir gorev yaptig1 belirtilmektedir (Attfield 1987, Riberio ve ark.
1999, Sillje ve ark. 1999, Jorgensen ve ark. 2002, Elbein ve ark. 2003). Endiistride
ozellikle ekmek ve icecek yapiminda kullanilan mayalar i¢in fermentatif kapasite yani
glikolizde etanol ve karbondioksit iiretimi olduk¢a 6nemlidir. Ancak mayalarin bu
ozelligi besinsel streslere karsi hassas olup, besin eksikligi fermentasyon kapasitesini
diisiirmektedir. Besinsel streslere karsi olusturulan toleransin hiicrelerin fizyolojik

evrelerine bagimli oldugu bilinmektedir (Albers ve ark. 2002).
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2. 4. Mayalarda Pseudohifsel Ureme ve Depo Karbonhidratlar

Mantar aleminin birgok tiyesi ayirt edici bir 6zellik olan dimorfizme sahiptirler.
Yani bir morfolojik yapidan diger yapiya degisebilme yetenekleri vardir. Bu yapilar bir
hiicreli maya formu ve ¢ok hiicreli saldirgan (invasive) filamentli yapidir. Filamentli
yap1 farkli ¢evresel sinyallere tepki olarak hiicreler tarafindan olusturulmaktadir (Pan ve
ark. 2000, Cullen ve Sprauge 2000).

Heterotrofik organizmalar enerji ve biomass {iretimi i¢in ¢evrelerinden aldiklari
organik molekiilleri veya besin maddelerini kullanmaktadirlar. Kendiliginden hareket
edemeyen tek hiicreli organizmalar aldiklar1 besinleri depolamakta oldukg¢a sinirl bir
yetenege sahiptirler. Bu organizmalar ¢ogunlukla yakin ¢evrelerindeki besinlerin
alinimma ve kullanimina direkt olarak bagimhidirlar. Bu nedenle, bu canlilar
cevrelerindeki besin degisikligi durumlarina adapte olabilmek ve canliliklarini
siirdlirebilmek i¢in bircok segenek gelistirmislerdir. Pseudohifsel farklilasma ve
sporulasyon canlilarin ¢evrelerindeki de§isime ayak uydurmalarini saglayan
farklilasmalardir (Gagiano ve ark. 2002).

Mantarlarda goriilen pseudohif olusumuna ait ilk gozlemler 1800’1 yillara
dayanmaktadir (Barnett ve Robinow 2002). Levan 1946°da yasgh kiiltiirlerdeki
pseudohif olusumu ile kiiltiirlerin kendi tirettikleri bazi dallanmis yap1 gosteren alkoller
arasindaki baglantiy1 incelemistir (Barnett ve Robinow 2002). Isoamil alkoliin
Brettanomyces anomalus, Candida albicans ve Candida boidinii’de pseudohif
olusumunu arttirdigi bulunmustur (Dickinson 1996).

Maya kiiltiirleri yaslandik¢a ve yogunlastikga iireme ortamindaki oksijen
konsantrasyonlar1 azalmaktadir. Ayrica alkolik fermentasyon sirasinda kisa zincirli
alkollerin olustugu bilinmektedir (Barnett ve Robinow 2002). Candida lodderi’nin
filamentli biliylimesinde yliksek konsantrasyonlarda CO,’in etkisini vurgulanmis ve
filament olusumunun, etanol ve kisa zincirli alkollerin olustugu anaerobiosis ve
fermentasyon ile baglantili oldugu bulunmustur (Barnett ve Robinow 2002).

Geng ve yash S. cerevisiae hiicrelerinin pseudohif olusturabilme 6zelliklerinin
incelendigi bir calismada maya hiicreleri 3-15 OC ile 20-35 °C’de iiretilmistir. Optimum

sicakligin altinda tretilen hiicrelerde ve yash kiiltiirlerde pseudohif yapis1 gozlenmistir.
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S. cerevisiae’nin pseudohif olusumuna hassas oldugu belirtilmistir (Barnett ve Robinow
2002).

Ustilago maydis gibi patojenik tiirlerde miselyum dokulara saldirabilir ve
fagositoz yapan hiicrelerin disindaki hiicrelerde de biiyiiyebilir diyebiliriz. Bununla
baglantili olarak maya filamentlerinin rolii hakkindaki bilgilerimiz giin gectikge
artmaktadir (Madhani ve Fink 1998). Kisa filamentli iireme gosteren mayalarin bu
filamentleri diger maya tiirlerine saldirida kullanabilecekleri belirlenmistir. Bu mayalar
metiyonin gibi organik siilflir bilesiklerinin karsilanmasin1 bu yolla saglamaktadirlar
(Lachance ve Pang 1997).

Mikroorganizmalar i¢in c¢evrelerindeki besinlerin ve elde edilebilirliklerinin
algilanmas1 ve besinsel degisimlere yanitin hizli olmasi gereklidir. Organizmalarin
cevresindeki besinler azaldigi veya bittigi durumlarda ¢ok fazla enerji gerektiren
hiicresel siireclerin devam ettirilmeye c¢aligilmasi veya hizla cogalmaya tesebbiis etme
gibi yollar organizmalara zararli olabilir, hayatta kalmalarini zorlastirir. Bunun igin
organizmalar, kendileri i¢in gerekli olan besinlerin ne kadarmni yakin c¢evrelerinden
saglayabileceklerini algilamali (sensing), bu bilgileri niikleusa iletmeli (signaling) ve
bununla ilgili gen gruplarn aktif veya inaktif (transkripsiyon) olmalidir. Bu diizenlenme,
0zel kosullara kars1 yanitta rol alan hiicresel programlarin baslatilmasinda gereklidir
(Gagiano ve ark. 2002).

Birgok bitki patojeni 6rnegin U. maydis ve insan patojeni ¢esitli Candida tiirleri
filamentli ve saldirgan yap1 olusturmaktadir (Lorenz ve Heitman 1998-a, Madhani ve
Fink 1998). Bu formlarin olusumu patojeniteleri, virulanslari i¢in olduk¢a Snemlidir
(Lorenz ve Heitman 1998-a, Madhani ve Fink 1998, Pan ve ark. 2000). Bu
patojenlerdeki filamentli yap1 olusumunda boliinmeden sonraki hiicre birlesmelerinde
bogumlanmis yapilar olusmamakta, hif ad1 verilen diizgiin bir tiip meydana gelmektedir.
Olusan bu filamentler invasive yani saldirgan olabilirler. Bunun anlami, hiflerin
biiyiidiikleri ylizey icersine gegebiliyor olmalaridir. Bitki ve hayvanlardaki fungal
patojenitenin maya yapisi ile filamentli yap1 arasinda degisebilme yetenegi ile baglantili
olduguna ait bir¢ok kanit bulunmaktadir (Madhani ve Fink 1998).

Normalde maya yapisindaki hiicreler mitotik bdliinerek tomurcuklanir ve
ayrilirlar. Sonugta birbirinden bagimsiz iki yavru hiicre olusur. Filamentli tiremede ise,

filamentli tireme devam ederken hiicreler niikleus boliinmesinin ardindan ayrilmazlar ve
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fiziksel olarak bagli kalirlar (Lorenz ve Heitman 1997, Madhani ve Fink 1998, Pan ve
ark. 2000, Rua ve ark. 2001).

Pseudohifsel {ireme veya sporulasyon gibi hiicresel programlar S. cerevisiae’de
oldukca 1iyi karakterize edilmistir ve maya hiicrelerinin g¢evrelerindeki degisimlere
dayandigi goriilmektedir (Gimeno ve ark. 1992).

S. cerevisiae diploid hiicreleri azotun smirli oldugu kosullarda, bireysel oval
hiicrelerden filamentli ireme i¢in tipik olan uzamis hiicrelerine doniisiirler. Filamentli
iireme, iireme modelindeki koklii degisimi temsil etmektedir. Hiicreler iki kutuplu
(bipolar) tomurcuklanma modelinden tek kutuplu (unipolar) tomurcuklanma modeline
gecerler. Ana ve yavru hiicreler arasinda onlar1 birbirinden ayiran bir hiicre zari
bulunmaktadir, ancak bu hiicreler fungal hiicreleri hatirlatan ve pseudohif olarak
adlandirilan uzamis hiicrelerden olusan zincir yapisim1 olusturmak iizere birbirleriyle
bagl kalmaktadirlar. Olusan bu yapilar iireme ortamindaki substratin i¢ine girebilirler
(Gimeno ve ark. 1992, Lorenz ve Heitman 1997, Madhani ve Fink 1998, Pan ve ark.
2000, Rua ve ark. 2001, Gancedo 2001). Pseudohifleri ger¢ek hiflerden ayirmak bazen
oldukca zordur. Rastgele yapilan mikroskop calismalar1 ile ayrimlari olduk¢a zordur
(Barnett ve Robinow 2002).

Filamentli tiremenin énemli bir adaptif yanit oldugu diisliniilmektedir. Filamentli
tireme fonksiyonu, besin acligi ¢eken fungal bir koloninin besin aramasi, toplamasi i¢in
gerekli olan hiicre hareket yetenegi ile benzerdir. Dallanan filamentler, filamentsiz
tiremeden daha az enerji harcayarak daha genis alanlar1 arastirabilirler (Lee ve Elion
1999). iki hiicrenin birbirine yapismasi ve asir1 derecede kutuplu iireme, iireme
ortamina gecisi kolaylastirmaktadir (Gancedo 2001). Yiizeyin, filament yogunluguna
oraninin yiiksek olmasi besinlerin tasimmasini kolaylastirabilir. Aslinda dimorfik
degisim hareket icin gereklidir ve funguslarin yasam tarzlarina uygun uyarilarin
cokluguyla aktiflesebilir (Palecek ve ark. 2002).

Genel olarak pseudohifsel iireme terimini diploid suslar, invasive lireme terimini
ise haploid suslar i¢in kullanmak dogrudur. Ancak bu diploidlerin invasive, haploidlerin
de pseudohif olusturamadigi anlamina gelmemektedir (Gancedo 2001, Gagiano ve ark.
2002). Hem diploidler hem de haploidler pseudohif olustururlar. Diploidlerin
filamentleri kolonilerden agar yiizeyine dogru yayilirken, zengin ortamda uzun siiren

iireme sirasinda haploidlerin filamentleri agar icersine girer (Lorenz ve ark. 2000-a, Liu
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ve ark. 1996, Mdsch ve Fink 1997, Bardwell ve ark. 1998). Buna ek olarak, diploidler
bazen haploidlerden ¢ok daha kuvvetli olarak agarin igine gegerler. Bunlarin
filamentleri agar yiizeyinden hiicrelerin sert¢e yikanmasina dayaniklidirlar (Liu ve ark.
1996, Mosch ve Fink 1997, Bardwell ve ark. 1998). Ayrica haploid invasive biiyiime
BUD genlerine gereksinim duymamaktadir. Bu genler, haploid ve diploid hiicrelerin
tomurcuklanma modellerini diizenleyen iiriinleri kodlamaktadirlar (Gagiano ve ark.
2002). Hiicrelerin uzadig1 ve tomurcuklanma modellerine alternatiflerin gelistirildigi
filamentli biiyiime siirecinde pseudohifsel farklilasmay1r diizenleyen mitojen
aktivasyonlu protein kinaz (MAPK) yolunun elemanlarina ihtiya¢ vardir (Lorenz ve ark.
2000-b).

S. cerevisiae’daki bu morfogenetik degisim yani pseudohifsel farklilagsma iki
farkl1 sinyal yolunun birlikte ¢caligsmasi ile olugsmaktadir. Bu yollar;

¢ Besini algilayan (sensing) cAMP protein kinaz A (PKA) yolu,
e Mitojen aktivasyonlu protein (MAP) kinaz yoludur (Madhani ve Fink 1998, Pan

ve ark. 2000, Lorenz ve ark. 2000-b, Gancedo 2001, Gagiano ve ark. 2002).

Filamentli {ireme, beslenmenin yaninda diger bircok ¢evresel sinyal, hiicre
dongiisii, tomurcuklanma, hiicre yiizeylerinin yapismasi, hiicre zarinin kaliciligi gibi
cesitli hiicresel siirecte gorevli cok sayidaki genin ekspresyonuyla diizenlenir (Pan ve
ark. 2000, Gagiano ve ark. 2002). Filamentli iiremenin, cAMP-PKA yolu ile
diizenlenmesinde birgok gen ve gen lriinii gorev yapmaktadir. cAMP-PKA yolunun
isleyisi Sekil 2.3’te verilmistir.

Pseudohifsel farklilasma ve saldirgan iireme, azot kaynagi sinirliligina (6zellikle
amonyum) yanit olarak olusabilir. Ancak prolin gibi zayif azot kaynaklarinda (Gimeno
ve ark. 1992, Lorenz ve Heitman 1998-b) ve amilopektin gibi zayif karbon
kaynaklarindaki tireme sirasinda da filamentli tiremenin arttig1 belirtilmistir (Lorenz ve
ark. 2000-a).

Heterotrimerik G proteinleri, eukaryotik hiicrelerde hiicre iiremesi ve gelisiminin
en onemli diizenleyicileridir. Bu protein kompleksleri yiiksek okaryotik sistemlerde
hormonlar, neurotransmitterler, feromonlar, 151k ve kokular gibi hiicre dis1 isaretlere
kars1 olusturulan yanitta hiicre i¢i sinyallerin iiretiminden sorumludurlar (Pan ve ark.

2000, Gagiano ve ark 2002). o alt birimi gercek GTPase aktivitesine sahiptir ve GTP’yi
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GDP’ye hidrolizler. GTP’nin hidrolizi, heterotrimerik G protein kompleksinin yeniden
birlesmesini ilerletir ve sinyal iletimini sonlandirir (Lorenz ve Heitman 1997).

G proteinine bagl sinyal iletimi molekiiler mekanizmasi ve fonksiyonu evrimsel
olarak korunmustur. Yiiksek eukaryotlarin GPCR’leri mayalarda fonksiyonel olarak
ifade edilebilir. Insan B- adrenerjik reseptor ve G proteini o alt birimi, S. cerevisiae’de

fonksiyonel olarak ifade edilmektedir (Gagiano ve ark. 2002).
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Sekil 2.3. Maya filamentli tiremesinde cAMP-PKA sinyal yolunun rolii
(Gagiano ve ark. 2002).
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Hiicrelerin besin igerikleri ile hiicre i¢i cAMP miktar1 arasindaki baglanti
oldukea iyi ¢alisilmistir. Siirekli olarak ve bol miktarda cAMP igeren hiicreler strese ve
besin eksikligine olduk¢a duyarhidirlar. Bu hiicreler fermente edilemeyen karbon
kaynaklarinda iireyemezler, diploid hiicreler sporulasyon yapamazlar ve yalnizca diistik
konsantrasyonlarda depo karbonhidratlar1 depolayabilirler. Ureme ortamma hizla
metabolize olan, fermente edilebilir sekerlerin (glukoz, fruktoz, mannoz, galaktoz) ilave
edilmesi cAMP sinyal geg¢isini arttirir. Bu fermente edilebilir sekerlerle arttirilan cAMP
sinyali farkli bir sinyal olusturma yolu cAMP-PKA ile aktarilir. Maya
metabolizmasindaki bu yolun esas roliinden ve ¢esitli memeli kanser ve tiimorlerindeki
korunmus bilesenlerden dolay1 cAMP-PKA yolu dikkat ¢ekici bir yol olmustur. Bunun
sonucunda da bu yola ait bir¢cok bilesen bulunmustur (Gagiano ve ark. 2002).

Ras2 proteini S. cerevisiae’de filamentli iiremeyi diizenleyen ilk anahtar
proteindir. MUC! geninin ekspresyonunu kontrol ederek filamentli liremeyi en az iki
farkli yolla diizenlemektedir. Bunlardan ilki eslesmeden sorumlu MAPK yolu (Gimeno
ve ark. 1992), ikincisi ise cCAMP-PKA yoludur (Mdsch ve ark. 1999). §. cerevisiae’de
Ras proteinlerinin hedefi adenilat siklazdir. Ras proteininin aktiflesmesi ile hiicre igi
cAMP miktar1 artar ve adenilat siklaz, protein kinaz A’y1 (PKA) aktiflestirir. PKA’ nin
aktiflesmesiyle karbonhidrat depolar1 kaybolur ve sporulasyon engellenir (Mosch ve
ark. 1996).

PKA’nin katalitik alt birimleri olan Tpk proteinleri filamentli {iremede oldukca
farkli roller oynamaktadir (Pan ve ark. 2000). TPK2 genindeki delesyon pseudohifsel
farklilagmay1 durduruken, 7PK3 genindeki delesyon pseudohifsel farklilasmay1
arttirmaktadir (Robertson ve Fink 1998, Gancedo 2001). 7PK/geninin filamentli {ireme
lizerine negatif etkisi oldugu gosterilmistir (Robertson ve Fink 1998, Pan ve Heitman
1999). Sonugta Tpk2 proteininin pseudohifsel iiremeyi aktive ettigi, Tpkl ve Tpk3
proteinlerinin filamentasyonu baskiladig1 sdylenebilir (Pan ve ark. 2000).

MAPK vyolu S. cerevisiae’de cesitli sinyallerin (azot sinirlamasi gibi) iletimine
katilan ve filamentli iiremeye neden olan bir sinyal olusturma yoludur. Filamentli tireme
icin gerekli olan bu yolun bilesenleri, Ste20p, Stel 1p, Ste7p proteinleri ve Kss1 kinazdir
(Liu ve ark. 1993, Pan ve ark. 2000). Ras2p proteini besin durumuna ait sinyal

olusumunun temel elemanidir. Azot ve karbon kaynaklarinin azalma sinyallerinin MAP



26

kinaz yolu ile iletilmesinde gereklidir (Gagiano ve ark. 2002). Filamentli iremeden

sorumlu MAPK yolu bilesenleri Sekil 2.4°te verilmistir.

Azot eksikligi sinyali
Karbon kaynagt sinyali
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Filamentli biiylime

Sekil 2.4. Mayalarda filamentli iiremeden sorumlu MAPK yolu bilesenleri
(Gagiano ve ark. 2002).

Haploid maya hiicreleri de diploid pseudohifsel gelisime benzer olarak zengin
ortamda uzun siireli lireme sirasinda filament olusturarak tireme ortamini isgal ederler.
Bu siire icinde haploid hiicreler uzar, tomurcuklanma modelleri eksenselden tek

kutupluya doniisiir ve hiicre zincirlerinden olusan filamentleri meydana getirirler.



27

Diploid pseudohifsel tiremeyi denetleyen MAP kinaz yolunun bilesenleri ayn1 zamanda
haploid saldirgan yap1 olusumu i¢in de gereklidir (Pan ve ark. 2000).

Azot bakiminca fakir ortamlardaki iireme sirasinda aminoasit metabolizmasinin
son {liriinii olarak olusan kisa zincirli alkoller haploid pseudohifsel iiremeyi baslatirlar
(Lorenz ve ark. 2000-b). Alkollerle baslatilan filamentli iireme i¢cin MAP kinaz yolunun
bilesenleri olan kutuplasma ve tomurcuklanmayr diizenleyen genlerin aktivitesi
gereklidir. Bu genler BUDS, BEM1, BEM?2 ve FIG1 genleridir (Lorenz ve ark. 2000-b).
Isoamil alkol ve butanol gibi birgok alkol kati besin ortamlarinda filamentli iiremeyi
baslatmakta, sivi besin ortamlarinda ise uzamis ve filamentli yapilar1 olusturmaktadir.
En fazla etki ise normalde baskilanmis olan haploid hiicrelerin filamentasyonunda
gorlilmiistiir. Mayalar tarafindan {iretilen etanol diploid hiicrelerdeki filamentli tiremeyi
arttirmaktadir. Her iki durumda da MAP kinaz yolunda meydana gelen bir mutasyon
alkolle indiiklenen filament olusumunu, pseudohifsel {iremeyi durdurmaktadir (Lorenz
ve ark. 2000-b).

Lorenz ve ark. yaptiklar1 ¢alismada S. cerevisiae’nin haploid ve diploid suslarini
azotun simirlt oldugu SLAD besin ortamina ¢esitli alkoller ilave ederek biiylitmiislerdir.
Etanol, methanol, 1-propanol, isopropanol, 1-biitanol, isobiitanol, isoamil alkol ve
tersiyer amil alkolii ¢esitli konsantrasyonlarda besin ortamina ilave ederek filamentli
tiremeyi incelemislerdir. Calismanin sonucunda, isoamil alkol ve biitanol gibi bircok
alkol kat1 besin ortamlarinda filamentli iiremeyi baslattigl, sivi besin ortamlarinda ise
uzamis ve filamentli yapilar1 olusturdugu goézlenmistir. En fazla etki ise normalde
baskilanmis olan haploid hiicrelerin filamentasyonunda goriilmiistiir. Mayalar
tarafindan tretilen etanol, diploid hiicrelerdeki filamentli tiremeyi arttirmaktadir. Her iki
durumda da MAP kinaz yolunda meydana gelen bir mutasyon alkolle aktive edilebilen
filament olusumunu, pseudohifsel biiyiimeyi durdurmaktadir (Lorenz ve ark. 2000-b).

Filamentli iiremenin kontrol mekanizmasiyla ilgili genetik ve biyokimyasal
bilgilerin yaklagik tamami S. cerevisiae ile yapilan caligmalara dayanmaktadir.
Kluyveromyces de filamentli iiremenin molekiiler mekanizmasi heniiz tam olarak analiz
edilmemistir.

Hiicre i¢ci cAMP seviyeleri ile hiicrenin besinsel durumu arasindaki iligki
oldukea iyi calisilmistir. Siirekli olarak yiiksek seviyede cAMP igeren hiicreler stres ve

besin  eksikligine hassastirlar. Fermente edilemeyen karbon kaynaklarinda
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biiyliyemezler, diploidler sporulasyon yapamaz ve sadece diisiik konsantrasyonlarda
glikojen ve trehaloz gibi depo karbonhidratlar biriktirebilirler. Ayrica, glukoz, fruktoz
ve galaktoz gibi fermente edilebilen sekerlerin hizla metabolize edildigi lireme substrati
cAMP diizeyini arttirir. Bu fermente edilebilen sekerlerle arttirilan cAMP sinyali, farkl
bir sinyal yolu ile yani cAMP-PKA yolu ile iletilir (Gagiano ve ark. 2002).
Fermentasyon yapan maya hiicrelerinin glikoliz metabolizmas1 oldukca aktiftir,
fermentasyon yapamayan hiicrelerden daha hizh iirerler, trehaloz ve glikojeni oldukga
az biriktirirler ve gevresel streslere hassastirlar. Glukoz fermentatif yasama doniistimii
tesvikler. Bu doniisiimii de kisa siireli cAMP sentezi ve buna bagli olarak PKA’nin
aktiflesmesi gerceklestirir. Mayalarda cAMP etkisi ile PKA’nin aktiflesmesi lireme ve
pseudohifsel farklilasmay1 arttirmakta, strese dayanikliligi, trehaloz ve glikojen kaybina

neden olmakta ve yasam siiresini azaltmaktadir (Versele ve ark. 2001).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3. 1. Aragtirmada Kullanilan Maya Suslar1 ve Uretilmeleri

Bu arastirmada Kluyveromyces genusuna ait farkli maya tiirlerinin glikojen ve
trehaloz metabolizmalar arastirildi. K/uyveromyces genusundan ii¢ tiir ve iki varyete ile
calisildi. Bu arastirmada kullanilan maya tiirleri Cizelge 3.1° de verildi. Aragtirmada

kullanilan iireme ortamlarinin ve diger ¢ozeltilerin hazirlanmasi Ek-1"de verildi.

Cizelge 3.1. Aragtirmada kullanilan maya tiirleri.

MAYA TURLERI

Kaynak/Orijinal Ad1
Kluyveromyces lactis DBVPG 6731/ CBS 2359
Kluyveromyces lactis var. DBVPG 6112/CBS 4372
drosphilarum
Kluyveromyces marxianus DBVPG6072/CBS 4857
Kluyveromyces marxianus var. DBVPG6071/ CBS 2762
bulgaricus
Kluyveromyces thermotolerans DBVPG6256/ CBS 137

Cizelge 3.1°de belirtilen Kluyveromyces tiirlerinin tiimii Perugia Universitesi
(Perugia- italya) maya koleksiyonundan liyofilize stoklar olarak satin alindi. Liyofilize
kiiltiirlere steril sartlarda 1 ml YPD (%1 maya 6ziitii, %2 pepton, %2 glukoz) eklenerek
coziinmeleri saglandi. YPD sivi ortaminda ¢dziinen bu kiiltlirler YPD petrilerine ekim
yapilarak 25-26 °C’de etiivde iiremeleri beklendi. Arastirmalar siiresince stok kiiltiir
olarak YPD petrilerinde 4 °C’de bekletilen kiiltiirler kullanildi.

Kluyveromyces tiirleri rutin amaclar i¢in standart yontem kullanilarak
calkalamal inkiibatorde 25-26 °C’de, 130 doniis/dakika hizda iiretildi. Zengin besiyeri
olarak YPD kullanild1 (Ek-1) (Rose ve ark. 1990). Yapilan arastirmalar farkli karbon
kaynaklar1 gerektirdiginde YPG (%1 maya 6ziitii, %2 pepton, %2 gliserol) ve YPL (%]l
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maya Oziitii, %2 pepton, %2 laktoz) ortamlar1 kullanild1 (Rose ve ark. 1990). Glukoz,
gliserol ve laktoz ayrica steril edilerek sterilizasyondan sonra ilireme ortamina ilave
edildi.

Bazi aragtirmalar maya hiicreleri minimal ortamda firetilerek yapildi. Minimal
ortam i¢in YNB kullanildi (Ek-1) (Rose ve ark. 1990). Pseudohifsel farklilagsmayla ilgili
yapilan c¢alismalarda SLAD besin ortami kullanildi (Ek-1) (Gimeno ve ark. 1992).
Calismanin amacina uygun olarak SLAD besin ortamina son konsantrasyonu %1 olacak

sekilde isopropanol veya biitanol eklendi (Lorenz ve ark. 2000-b).

3. 2. Glikojen ve Trehaloz Ol¢iimleri
3. 2. 1. Kalitatif Glikojen Tayini

Steril ortamda stok Kluyveromyces Kkiiltiirlerinden alinan maya hiicreleri sivi
YPD, YPG ve YPL iireme ortamlarma ekildi (Rose ve ark. 1990). Maya kiiltiirleri
25-26 °C de 18 saat iiretilerek bir gecelik kiiltiirler elde edildi. Bu kiiltlirlerden YPD,
YPG ve YPL petrilerine 5’er pl’lik damlalar seklinde ti¢lii olarak ekim yapildi. Hiicreler
25-26 °C’de etiivde 48 saat bekletilerek iiremeleri saglandi. Maya tiirlerinin biriktirdigi
glikojeni kalitatif olarak belirlemek icin iyot ile boyama teknigi kullanildi (Chester
1968). Bunun igin taze hazirlanan lugol ¢dzeltisi kullanld: (Ek-1). Once petrilerin igine
yerlestirilen Whatman No:3 kagitlarina birkag ml lugol eklenerek, kagitlarin lugol ile
doygun hale gelmeleri saglandi. Petrilerde iiretilip koloni olusturan hiicreler iyot
buharina maruz birakildi. Maya hiicreleri tarafindan biriktirilen glikojenin iyot ile
boyanabilmesi i¢in 30 dakika beklendi. Glikojen depo eden maya hiicrelerinin
olusturdugu kolonilerin kahverengi, biriktirmeyenlerin sar1 renkte boyandiklar

gozlendi. Petrilerin fotograflari ¢ekildi.

3. 2. 2. Glikojen ve Trehalozun Enzimatik Tayini

Glikojen ve trehalozun enzimatik tayini i¢in Parrou ve Frangois (1997)
tarafindan gelistirilen yontem kullanildi. Bu yonteme gore ilk asamada logaritmik
sathadaki hiicrelerin elde edilmesi i¢in stok kiiltiirlerden alinan maya hiicreleri
hazirlanan 10 ml’lik YPD veya YPG besi yerlerine ekildi. 25-26 °C’de calkalamali

etiivde 18 saat iiretilerek bir gecelik kiltlirler elde edildi. Duragan asamadaki bu
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hiicrelerden 1 ml o6rnek alindi ve santrifuj ile ¢oktiiriilerek glikojen ve trehaloz
miktarlarinin  belirlenmesi i¢in asagida agiklandig1 sekilde hazirlandi. Logaritmik
asamadaki maya hiicrelerinde biriktirilen glikojen ve trehaloz miktarlarini belirlemek
icin duragan faz hiicrelerinden 10 ml’lik taze YPD ve YPG ortamlarina ODgp~0.2
olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler yaklasik 3 saat iiretilerek logaritmik asamaya
gelmeleri saglandi. ODgoo = 1 olmas1 beklendi. Logaritmik asamadaki hiicreler santrifiij
ile ¢coktiiriildii.

Santrifiij ile ¢oktiiriilen hiicreler 6nce 10 ml soguk steril distile su ile iki kez
yikandi. 24400- 24500 g’de santrifiij edilerek tekrar ¢oktiiriilen hiicrelerin yas agirliklart
belirlendi. Bu hiicrelere 0.25 M Na,CO; ¢ozeltisinden 250 pl ilave edildi. Na,COj ilave
edilen hiicreler pargalanma ve lizat olusumu icin 95 °C de 2 saat kaynatildi. Hiicre
lizatinin pH’ 11 5.2 ye ayarlamak i¢in 150 pl 1M asetik asit ve 600 pul 0.2M NaOAC
ilave edildi ve toplam 1 ml’lik hiicre lizat1 elde edildi.

Glikojenin glukoz birimlerine pargalanmasi i¢in o-amiloglikosidaz enzimi
(Sigma, A-7420) kullanmildi (Ek-1). pH’1 5.2’ye ayarlanan hiicre lizatindan 500 pl
almarak taze hazirlanmis o-amiloglikosidaz (100 ug) ilave edildi ve 57 °C’de 18 saat
bekletildi. Paralel deneyde ayni hiicre lizatindaki trehaloz miktarin1 belirlemek i¢in ise
trehalaz (Sigma T-8778) enzimi kullanildi. Ayni1 hiicre lizatindan 500 pl alinarak 3 mU
trehalaz enzimi ilave edildi ve 37 °C’de 18 saat bekletildi. Her iki 6lciim icin de hiicre
lizati-enzim karigimlar1 inkiibasyondan sonra 24500 g’de santrifiij edildi. Sivi faz
glikojen veya trehalozdan agiga ¢ikan glukoz miktarlarinin belirlenmesi icin asagida
verildigi sekilde kullanildi.

Trehalaz ve a- amiloglikosidaz reaksiyonlar1 sonucu trehaloz veya glikojenden
aciga ¢ikan glukoz miktar1 glukoz oksidaz-peroksidaz yontemi ile belirlendi (Goldstein
ve Lampen 1975). Bu yonteme gore toplam hacim 1 ml olacak sekilde (900-980 ul)
glukoz oksidaz-peroksidaz enzim karigimi alindi ve bu karisima hiicre lizatlarinin sivi
fazindan 20-100 pl eklendi. Reaksiyon karisimlar1 37 °C’de 15 dakika bekletildi. Olusan
renkli ve ¢oziiniir kompleksin spektrofotometrede 540 nm’de absorbansi belirlendi.
Standart glukoz ¢ozeltisine gore glukoz konsantrasyonlari belirlendi. Hesaplanan glukoz

konsantrasyonlar1t maya yas agirligina gore normalize edildi.
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3. 3. Azot Eksikligi ve Is1 Sokunun Glikojen ve Trehaloz Birikimine Etkisi
3. 3. 1. Azot Achgmin Glikojen ve Trehaloz Birikimine Etkisinin

Belirlenmesi

Ureme ortaminda olusturulan azot eksiliginin Kluyveromyces tiirlerinde glikojen
ve trehaloz metabolizmasina etkileri arastirildi. Arastirmada kullanilan Kluyveromyces
tiirleri 10 ml s1iv1 YPD besiyerlerine ekilerek bir gecelik hiicre kiiltiirleri elde edildi. Bu
hiicreler tekrar 20 ml taze YPD siv1 besiyerlerine ekilerek logaritmik asamaya gelmeleri
saglandi. Bu asamada iiretilen hiicreler santrifujde ¢oktiiriildii. Elde edilen hiicreler iki
kez 20 ml steril distile su ile yikanarak ortamdaki azot uzaklastirildi. Tekrar ¢oktiiriilen
hiicreler 20 ml YN ortamina alindi. Bu asamada hiicre kiiltiirleri 10 ml’lik iki kisma
boliindii. Hiicrelerin bir boliimii amonyum igermeyen YNB ortaminda iiretildi. Kontrol
grubu olarak kullanilacak olan YNB ortamindaki ayni1 Kluyveromyces Kkiiltiirlerinin
ikinci 10 ml’lik kisimlarina ise Sgr/lt (NH4),SOy4 ilave edildi. Bu sekilde hazirlanan
Kluyveromyces kiiltiirleri 25-26 °C’de calkalamali etiivde 130 devir/dakika hizda
yaklasik 3 saat bekletildi. Bu siire sonunda hiicreler 5000 g’de 3 dakika santrifuj
edilerek coktiiriildii ve bolim 3.2.2°de aciklanan yontem uygulanarak glikojen ve

trehaloz miktarlar: belirlendi.

3. 3. 2. Is1 Sokunun Glikojen ve Trehaloz Metabolizmasina Etkisi

Bu deneyde 1s1 soku ile Kluyveromyces tiirlerinde glikojen ve trehaloz
birikimlerinde artig olup olmadig1 arastirildi. Bunun i¢in dnce Kluyveromyces’e ait bes
tir 10 ml YPD besiyerine ekildi ve 25-26 °C’de calklamali etiivde 18 saat iiretildi.
Duragan sathada olan bu hiicrelerden tekrar 20 ml’lik taze YPD ortamina ODgp=0.2
olacak sekilde ekim yapildi, ayni iireme kosullarinda ftiretilerek logaritmik asamaya
gelmeleri saglandi. Daha sonra bu hiicre kiiltiirleriden 10’ar ml’lik kisimlar alinarak 1s1
sokunun olusmast i¢in 37 °C’deki sicak su banyosuna aktarildi (Parrou ve ark. 1997,
Parrou ve ark. 1999). Deneyde kontrol gurubunu olusturacak olan hiicreler 25 °C’de
iiremeye birakildi. Hiicreler 25 °C veya 37 °C’de 3 saat bekletildi. Bu siire sonunda

maya hiicreleri 5000 g’de 3 dakika santrifuj edilerek c¢oktiiriildii. Maya hiicrelerin
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icerdigi glikojen ve trehaloz miktarlari bolim 3.2.2°de agiklandigr sekilde enzimatik

yontem ile belirlendi.

3. 4. Ozmotik Stresin Uygulanmasi

Ozmotik stresin Kluyveromyces tiirlerinde glikojen ve trehaloz birikimine
etkileri de arastirildi. Bunun i¢in bu arastirmada analiz edilen Kluyveromyces tiirleri 10
ml’lik YPD besiyerine ekilerek bir gecelik kiiltiirler elde edildi. Daha sonra bu hiicreler
20 ml’lik taze YPD besiyerine ODgpp=~0.2 olacak sekilde ekildi ve maya kiiltiirleri
logaritmik asamaya kadar tiretildi. YPD ortaminda bulunan kiiltiirler 10 mI’lik iki gruba
ayrildi. Bir gruba ozmotik stres uygulamak amaciyla son konsantrasyonu 0.8M NaCl
olacak sekilde steril NaCl ilave edildi. Ayni hiicre kiiltiirlerinin kontrol grubu olarak
kullanilacak olan 10 ml’lik ikinci kisimlarina NaCl ilave edilmedi. Her iki grup 3 saat
25-26 °C’de calkalamali etiivde bekletildi. Inkiibasyon siireleri sonunda maya hiicreleri
5000 g’de 3 dakika santrifuj edilerek ¢oktiiriildii. Elde edilen hiicrelerdeki glikojen ve
trehaloz miktarlar1 boliim 3.2.2°de agiklandig1 sekilde belirlendi.

3. 5. Pseudohifsel Uremenin Uyarilmasi

Maya hiicrelerinde pseudohifsel biiylimenin uyarilmasi amaciyla sivi SLAD
(Synthetic Low Ammonium Dextrose) besin ortami kullanild1 (Ek-1) (Gimeno ve ark.
1992). Ayrica, bu ortama son konsantrasyonlart %1 olacak sekilde biitanol veya
iso-propanol ilave edildi (Lorenz ve ark. 2000-b).

Stok kiiltiirlerden aliman hiicreler 20 ml’lik SLAD besiyerlerine ekildi ve
25-26 °C’de calkalamali etiivde iiretildi. Iso-propanol veya biitanol iceren SLAD
ortamlarina bu alkollerin iireme ortamlarindaki konsantrasyonlarini sabit tutmak ig¢in
son konsantrasyonlart %1 olacak sekilde 24. ve 36. saatlerde tekrar biitanol veya iso-
propanol ilave edildi (Lorenz ve ark. 2000-b). SLAD ortaminda iiretilmekte olan
kiiltiirlerden 24, 36 ve 72. saatlerde ornekler alinarak 1sik mikroskobunda incelendi.

Zeiss marka 151k mikroskobunda maya hiicrelerinin fotograflar: ¢ekildi.
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Farklt Kluyveromyces tiirlerinde pseudohifsel iiremenin glikojen ve trehaloz
depolanmasina etkileri de arastirildi. Bunun i¢in 72 saat SLAD iireme ortaminda
iiretilen maya hiicreleri 5000 g’de 3 dakika santrifuj edilerek ¢oktiriildii. Maya
hiicrelerindeki glikojen ve trehaloz miktarlar1 boliim 3.2.2°de agiklandigl sekilde

belirlendi (Parrou ve Frangois 1997).

3. 6. K. lactis var. drosophylarum’da Glikojen Biyosentez Miktarinin ve

Yikim Seklinin Belirlenmesi

Kluyveromyces tiirlerinde glikojen sentez miktarlarinin belirlenebilmesi i¢in sivi
YPD ve azot icermeyen YN ortamlar1 kullanildi. Arastirmanin bu boliimii i¢in K. lactis
var. drosophylarum tiirii kullanildi. Bu maya tiirii 6nce 10 ml’lik YPD besin ortamina
ekildi. Hiicreler 25-26 °C’de ¢alkalamali etiivde 18 saat iiretilip duragan faz hiicreleri
elde edildi. Elde edilen duragan faz hiicreleri stok kiiltiir olarak kullanilarak 50 ml’lik
YPD ortamina ODgyp=0.2 olacak sekilde ekim yapild1 ve bu hiicrelerin standart iireme
ortami kosullarinda erken logaritmik asamaya (ODgp~0.6-0.7) kadar iiremeleri
beklendi. Erken Logaritmik asamaya gelen hiicre kiiltlirlinden 5 ml alindi, 24500 g’de
3 dakika santrifuj edilip ¢oktiiriildii ve yas agirliklar1 belirlendi. Elde edilen bu maya
ornekleri 250ul 0.25 M Na,CO; ¢ozeltisi ilave edilerek donduruldu. Kalan hiicreler iki
kez steril saf su ile yikanarak 45 ml’lik azotsuz, sivi YN + %2 glukoz ortamina
aktarildilar. Bu iireme ortamindaki hiicreler 25-26 °C’de calkalamali etiivde iiremeye
birakildi ve bu hiicrelerden her 30 dakikada 5 ml 6rnek alinip, santrifuj ile ¢oktiiriildii ve
coktiirtilen hiicrelere de 250ul 0.25 M Na,COs ¢ozeltisi ilave edilerek donduruldu. Elde
edilen hiicrelerdeki glikojen miktarlar1 boliim 3.2.2°de agiklanan yontem kullanilarak
belirlendi (Parrou ve Frangois 1997). Glikojen miktarlari deneyde kullanilan mayalarin
yas agirhigima gore normalize edildi ve buradan elde edilen trehaloz miktarlar1 zaman
araliklarina kars1 grafige aktarildi.

Glikojen yikim seklinin belirlenebilmesi icin Once logaritmik asamadaki
K. lactis var. drosophylarum’da glikojen birikimi bu maya susu azot i¢cermeyen sivi
YN + %2 glukoz ortaminda 3 saat iiretilerek glikojen birikimi uyarildi. Ureme siiresi
sonunda maya Kkiiltiirinden baslangi¢ 6rnegi olarak 5 ml 6rnek alinip santrifuj ile

coktiirtildii ve boliim 3.2.2°de aciklandig: sekilde glikojen miktarinin belirlenmesi igin
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kullanildi. Kalan hiicreler de santrifuj ile ¢oktiiriilerek glikojen yikim hizini belirlemek
icin 45 ml’lik taze YPD ortamina aktarildi. Bu {ireme ortaminda iiremeye birakilan
maya kiiltiirtinden 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda 5’er ml maya 6rnegi alindi. Alinan
maya ornekleri santrifuj ile ¢oktiiriilerek boliim 3.2.2°de agiklandigr sekilde enzimatik
yontem ile glikojen miktarlarinin belirlenmesinde kullanildi. Belirlenen glikojen
miktarlart maya hiicrelerinin yas agirliklarina gére normalize edilip zaman araliklarina

kars1 grafikte gosterildi.

3. 7. K. thermotolerans’da Trehaloz Biyosentez Miktarinin ve Yikim

Seklinin Belirlenmesi

Kluyveromyces tiirlerinde trehaloz sentez miktarlarinin belirlenebilmesi i¢in sivi
YPD ve azot icermeyen YNB ortamlart kullanildi. Arastirmanin bu boliimii i¢in
Kluyveromyces tiirii olarak K. thermotolerans tiirii kullanildi. K. thermotolerans dnce
10 mI’lik YPD besin ortamina ekildi. Hiicreler 25-26 °C’de calkalamali etiivde 18 saat
tiretilip duragan faz hiicreleri elde edildi. Elde edilen duragan faz hiicreleri stok kiiltiir
olarak kullanilarak ODg(p=0.2 olacak sekilde 50 ml’lik YPD ortamina ekim yapildi ve
bu hiicrelerin standart iireme ortami kosullarinda erken logaritmik asamaya kadar
tiremeleri beklendi. Erken logaritmik asamaya gelen hiicre kiiltiiriinden 5 ml alindi,
24500 g’de 3 dakika santrifuj edilip ¢oktiiriildii ve yas agirliklar1 belirlendi. Elde edilen
hiicreler 250 ul 0.25 M Na,COj; ¢ozeltisi ilave edilerek donduruldu. Kalan hiicreler iki
kez steril saf su ile yikanarak 45 ml’lik azot icermeyen sivi YN + %2 glukoz ortamina
aktarildilar. Bu iireme ortamidaki hiicreler 25-26 °C’de calkalamali etiivde liremeye
birakildi ve bu hiicrelerden her 30 dakikada 5 ml 6rnek alinip, santrifuj ile ¢oktiirtildii ve
coktiiriilen hiicrelere de 250 pul 0.25 M Na,COj; ¢ozeltisi ilave edilerek donduruldu. Elde
edilen hiicrelerdeki trehaloz miktarlar1 bolim 3.2.2°de agiklanan yontem kullanilarak
belirlendi (Parrou ve Francois 1997). Trehaloz miktarlar1 deneyde kullanilan mayalarin
yas agirligimma gore normalize edildi ve buradan elde edilen trehaloz miktarlar1 zaman
araliklarina kars1 grafige aktarildi.

Trehaloz yikim seklinin belirlenmesinde de K. thermotolerans model tiir olarak
kullanildi. K. thermotolerans 6nce 10 ml YPD’de duragan faza kadar standart lireme

kosullarinda iiretildi. K. thermotolerans hiicrelerinin trehaloz depo edebilmesi igin
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hiicreler bolim 3. 6’da agiklandig1 sekilde amonyumsuz minimal {ireme ortaminda
tiretilerek hazirlandi. Bu siire sonunda K. thermotolerans kiiltiirinden 5 mI’lik ilk 6rnek
aliarak santrifuj ile ¢oktiiriildii ve elde edilen hiicreler 250 pl 0.25 M Na,CO; ¢ozeltisi
ilave edilerek donduruldu. Kalan hiicreler de santrifiij ile ¢oktiiriiliip trehaloz yikim
hizin1 belirlemek i¢in 45 ml’lik taze YPD ortamina aktarildi. YPD ortaminda standart
tireme kosullarinda iiremeye birakilan K. thermotolerans kiiltiiriinden 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda 5’er ml ornekler alindi. Alinan bu 6rnekler de santrifiij ile ¢oktiiriildii ve
250 ul 0.25 M Na,CO; ¢ozeltisi ilave edilerek donduruldu. Elde edilen
K. thermotolerans orneklerdeki trehaloz miktarlar1 boliim 3. 2. 2°de aciklanan standart
yontem ile belirlendi. Trehaloz miktarlar1 maya hiicrelerinin yas agirliklarina gore

normalize edildi ve zaman araliklarina kars1 grafige aktarildi.

3. 8. Mikroskobik Yontemler

Kluyveromyces tiirlerinin pseudohifsel yapilar1 hiicrelerin mikroskobik yontemle
incelenmesiyle belirlendi. Bunun icin SLAD besiyeri, SLAD+ %1 biitanol veya
SLAD+ %! iso-propanol ortamlarinda iiretilen hiicreler kullanildi. Bu kiiltiirlerden
0- 24- 48 ve 72. saatlerde 1 ml 6rnekler alindi. Bu 6rneklerden lam-lamel aras1 preparat
hazirlandi. Preparatlar Zeiss marka 151k mikroskobunda 10, 20 ve 40 lik objektiflerde

incelendi. Hazirlanan preparatlardan elde edilen fotograflar sonuglar boliimiinde verildi.
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4. BULGULAR
4. 1. Kluyveromyces Tiirlerinde Kalitatif Glikojen Tayini
4. 1. 1. YPD’de Uretilen Kluyveromyces Tiirlerinde Glikojen Tayini

Aragtirmanin  bu  bdliimiinde ¢esitli  karbon kaynaklarinda iiretilen
Kluyveromyces tiirlerinin glikojen igerikleri kalitatif yontemle belirlendi. Maya
hiicreleri YPD, YPG ve YPL ortamlarinda iiretilerek, glikojen igerikleri iyot boyama
teknigi ile belirlendi. Iyotla boyama sonucunda YPD ortaminda iiretilen maya
tiirlerinden K. lactis var. drosphilarum koyu kahverengi boyandigi i¢in en fazla glikojen
biriktiren tiir olarak belirlendi. K. marxianus var. bulgaricus’un agik kahverengi
boyandig1 ve daha az glikojen biriktirdigi belirlendi. Diger tiirler iyot ile daha agik renk
boyandiklart i¢in ¢ok az glikojen biriktirdikleri gozlendi. YPD ortaminda iiretilen

mayalarin boyama dncesi ve boyama sonrasina ait fotograflart Sekil 4.1°de verildi.

£ moprx. var bulgaricus
K marxianus

K lac var drosphilarum
K thermotolerans

E lactis

Sekil 4.1 YPD’de iiretilen Kluyveromyces tiirlerinin igerdikleri glikojenin iyot
boyama teknigi ile gosterilmesi. Iyot boyama yapilmamis (A) ve iyot

ile 30 dk boyanmis K/uyveromyces kolonilerinin goriiniisti (B).
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E marx var. bulgaricus

E marcions

K lac. var. drosphilarum

E thermotolerans
£ lmcfis

Sekil 4.2 YPG’de iiretilen Kluyveromyces tiirlerinin igerdikleri glikojenin iyot
boyama teknigi ile gdsterilmesi. Iyot boyama yapilmamis (A) ve iyot

ile 30 dk boyanmis K/uyveromyces kolonilerinin goriiniisii (B).

YPG ortaminda iiretilen Kluyveromyces tiirlerinde iyot boyama teknigi ile
glikojen birikimi arastirildiginda en fazla glikojen birikimi K. marxianus var. bulgaricus
ile K. lactis var. drosphilarum’da belirlendi. K. lactis’te ise iyot ile belirlenebilen az
miktarda glikojen birikimi oldugu goriildii. YPG ortaminda iiretilen K. marxianus ve
K. thermotolerans’da ise iyot boyama teknigi ile glikojen birikimi belirlenemedi. YPG
ortamindaki glikojen igeriklerini ve boyanma Oncesi, sonrasi renk degisimlerini

gosteren fotograflar Sekil 4.2°de verildi.
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E marx. var. bulgaricus
K marxianus

E lac. var. drosphilarum
E thermotolerans

K loctis

Sekil 4.3 YPL’de iiretilen Kluyveromyces tiirlerinin igerdikleri glikojenin iyot
boyama teknigi ile gosterilmesi. Iyot boyama yapilmamis (A) ve iyot

ile 30 dk boyanmuis petrilerin goriiniisii (B).

YP laktozlu ilireme ortaminda iiretilen Kluyveromyces tiirlerinde de glikojen
birikimi Once kalitatif bir yontem olan iyot boyama teknigi ile arastirildi. YPL kati
besiyerinde lretilen K/uyveromyces tirlerinden sadece K. lactis var. drosphilarum’da
orta diizeyde glikojen birikimi olabilecegi bulundu. K/uyveromyces’in bu aragtirmada
kullanilan diger tiirlerinde de karbon kaynag: olarak laktoz kullanildiginda iyot boyama
testi ile glikojen birikimi belirlenemedi. YPL besiyerine ait iyot boyama sonuglar1 Sekil

4.3’te verildi.
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4.1.2. Azot Achginda Uretilen Kluyveromyces Tiirlerinde Glikojen Tayini

Farkli Kluyveromyces tiirlerinin karbon kaynagi olarak glukozun kullanildig:
minimal ortamda azot eksikliginde iiretilmelerinden sonra glikojen igerikleri belirlendi.
Herbir petride bes tiir olacak sekilde azot icermeyen YN petrilere ekim yapildi. 72 saat
sonunda besin ortamlarina ait petriler 10 dakika iyot buharina tutularak glikojen

icerikleri belirlendi.

E marx. var. bulgaricus

E. marxianus K lacfis

il war.gros E thermofolerans

Sekil 4.4 Azot igermeyen ve minimal ortamda {iretilen K/uyveromyces tiirlerinin
glikojen igerikleri. Iyot buharina 10 dakika tutulan petride glikojen

depolayan suslar iyot ile kahverengi boyandi.

Azot igcermeyen minimal ortamda {ireyen Kluyveromyces tiirlerinden
K. marxianus var. bulgaricus en koyu renge boyanan ve glikojen igerigi en fazla olan

maya olarak belirlendi. Daha sonra K. marxianus ve K. lactis’in glikojen icerigi
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nedeniyle kahverengi boyandigi belirlendi. En az boyanma K. lactis var.
drosphilarum’da tespit edildi. Azot igermeyen minimal ortama ait boyama Oncesi ve

sonrasi petrilere ait fotograflar Sekil 4.4°te verildi.

E marx. var, bulgaricus

E marxionus E lacfis

F Iac. var. dros. E thermotolerans

Sekil 4.5 Minimal ortamda tiretilen K/uyveromyces tiirlerinin glikojen igerikleri.
Iyot buharma 10 dk tutulan petride glikojen depolayan suslar iyot ile

kahverengi boyandi.

Azot ilave edilen minimal ortamda iiretilen mayalardan 10. dakikada iyot
ile en fazla boyanan yani en fazla glikojen depolayan tiir K. lactis var. drosphilarum
olarak belirlendi. Onu K. thermotolerans ve K. lactis izledi. En az boyanma

K. marxianus’ta gdzlendi. Petrilerin fotograflar Sekil 4.5°te verildi.
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4. 2. YPD’de Uretilen Kluyveromyces Tiirlerinde Glikojen Miktarmin

Belirlenmesi

Bu c¢alismada kullanilan Kluyveromyces tiirlerinin sivi besiyerinde karbon
kaynagi olarak glukozu kullandiklar1 kosullarda glikojen birikimleri arastirildi. Bu
amacla bu maya tiirleri glukoz iceren sivi zengin ortamda tiretildiler. Maya hiicrelerinin
logaritmik ve duragan safhalara gelmeleri saglanarak bu asamalarda biriktirdikleri
glikojen miktarlar1 kantitatif olarak enzimatik yontem ile bolim 3.2.2°de agiklandig:
sekilde belirlendi.

Kluyveromyces tiirlerinin logaritmik ve duragan safthalarda biriktirdikleri
glikojenlere ait ortalama degerler ve standart sapma degerleri ug glukoz/mg yas agirlik
olarak Cizelge 4.1°de verildi. Caligmada kullanilan Kluyveromyces tiirlerinden K. lactis,
K. lactis var. drosphilarum, K. marxianus ve K. marxianus var. bulgaricus’da glikojen
miktarlar1 logaritmik safhada duragan sathaya gore daha yiiksek bulundu.
K. thermotolerans da duragan sathada daha yiiksek olarak belirlendi. Logaritmik
asamadaki en yliksek glikojen degeri K. lactis var. drosphilarum’da (5,11 + 2,43 g
glukoz /mg yas agirlik) bulundu. Duragan safhadaki en yiiksek glikojen degerleri
K. thermotolerans’ta 1,53 + 0,11 pg glukoz /mg yas agirlik, en diisiik glikojen degeri
K. lactis’te 0,26 = 0,08 pg glukoz /mg olarak belirlendi. Glukoz iceren ortamda
biriktirilen glikojen miktarlarinin kullanilan tiirler arasinda karsilagtirilmasina ait grafik
Sekil 4.6’da verildi. Verilen ¢izelge ve grafikten de goriildiigli gibi, karbon kaynagi
olarak glukozun kullanildigi ortamlarda bazi Kluyveromyces tiirlerinde logaritmik

asamada glikojen depolandig1 bulundu.
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Cizelge 4.1 YPD’de iiretilen Kluyveromyces tiirlerinin biriktirdikleri glikojen miktarlar

Maya Turt

Glikojen Miktarlar1®

Logaritmik Safha | Duragan Satha
K. lactis 0,83 +£0,62 0,26 + 0,08
K. lactis var. drosphilarum 5,11 +£2,43 0,49 £ 0,21
K. thermotolerans 0,97 +£0,31 1,53+0,11
K. marxianus 1,05+ 0,03 0,63 +0,33
K. marxianus var. bulgaricus 0,98 +0,18 0,29+ 0,11

* Olgiilen glikojen miktarlar pg glukoz/ mg yas agirlik + standart sapma olarak verildi.

Glukozlu Ortamda Glikojen Miktarlar
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Sekil 4.6 YPD’de iiretilen Kluyveromyces tiirlerinin logaritmik ve duragan sathalarda

biriktirdikleri

glikojen miktarlarinin  karsilastirilmasi.

miktarlart pg glukoz/mg yas agirlik olarak verildi.

Olgiilen glikojen
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4. 3. YPG’de Uretilen Kluyveromyces Tiirlerinde Glikojen Miktarlarinin

Belirlenmesi

Bu calismada kullanilan Kluyveromyces tiirlerinin glikoneojenik ortamlarda
biriktirdikleri glikojen miktarlarin1 belirlemek amaciyla karbon kaynagi olarak
gliseroliin kullanildig1 zengin ortamda {iretildiler. Hiicreler logaritmik veya duragan
safhaya kadar tiretilip biriktirdikleri glikojen miktarlar1 belirlendi. Gliserol igeren zengin
ortamda Tlretilen Kluyveromyces tiirlerinde belirlenen glikojen miktarlarinin ortalama
degerleri ve standart sapmalar1 Cizelge 4.2°’de verildi. K. lactis var. drosphilarum
logaritmik sathada 3,95 + 0,70 pg glukoz/mg, duragan sathada ise 6,08 + 0,81 g
glukoz/mg glikojen miktarlar1 ile en fazla glikojen depo edebilen sus olarak belirlendi.
Logaritmik asamada ikinci yiiksek glikojen miktar1 ise K. marxianus’da belirlendi ve
glikojen miktar1 1,53 + 1,06 pg glukoz/mg olarak 6l¢iildii. Duragan safthada K. lactis
var. drosphilarum’dan sonra en yiiksek glikojen birikimi ise K. thermotolerans’ta
1,12 + 0,23 pg glukoz/mg olarak bulundu. Kluyveromyces tiirlerinin glikojen
miktarlarina ait grafik Sekil 4.7°de verildi. Grafikte Kluyveromyces tiirlerinden K. lactis
var. drosphilarum’un her iki gelisim safhasinda da en fazla glikojen miktarina sahip

oldugu acikca goriilmektedir.
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Cizelge 4.2 YPG’de iiretilen Kluyveromyces tiirlerinin glikojen miktarlar

Glikojen Miktarlart®
Maya Turt —
Logaritmik Safha | Duragan Satha
K. lactis 0,30+ 0,14 0,91 £0,27
K. lactis var. drosphilarum 3,95+0,70 6,08 +0,81
K. thermotolerans 0,72+0,17 1,12 +0,23
K. marxianus 1,53+ 1,06 0,90 + 0,56
K. marxianus var. bulgaricus 0,49 + 0,09 0,61 £0,31

* Olgiilen glikojen miktarlar pg glukoz/ mg yas agirlik + standart sapma olarak verildi.

Gliserollii Ortamda Glikojen Miktarlar
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Sekil 4.7 YPG’de iiretilen Kluyveromyces tirlerinde logaritmik ve duragan sathalarda
biriktirilen ~ glikojen miktarlarinin  karsilastinlmasi.  Olgiilen ~ glikojen
miktarlar1 pg glukoz/mg yas agirlik olarak verildi.
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4. 4. YPD’de Uretilen Kluyveromyces Tiirlerinde Trehaloz Miktarlarimin

Belirlenmesi

Kluyveromyces tiirleri glukozda iiremeleri sirasinda depolanan trehaloz
miktarlarini belirlemek amaciyla sivi YPD ortamda iiretildiler. Maya hiicreleri sivi YPD
ortaminda logaritmik faza (ODggo = 1) veya duragan faza kadar iiretilip boliim 3.2.2°de
aciklandigr sekilde trehaloz miktarlar1 enzimatik yontem ile belirlendi. Logaritmik ve
duragan sathalardaki mayalarda Olgiilen trehaloz miktarlar1 Cizelge 4.3’te verildi.
Tabloda da verilen trehaloz degerleri incelendiginde logaritmik agamaya kadar iiretilen
Kluyveromyces tiirlerinde 6nemli miktarda trehaloz birikimi gozlenmedi. Logaritmik
safha degerlerinden en yliksek deger K. lactis var. drosphilarum’a ait olup
0,50 = 0,21 pg glukoz/mg’dur. En diistik trehaloz birikimi K. lactis’te 0,06 = 0
ug glukoz/mg olarak belirlendi.

Duragan sathada ise K. thermotolerans 7,88 + 2,04 pg glukoz/mg trehaloz
degeriyle en fazla trehaloz birikiminin gozlendigi tiir olarak belirlendi. Bu safhaya ait en
diisiik degerler ise K. lactis var. drosphilarum ve K. marxianus var. bulgaricus’a ait
olup yaklasik 0,30 + 0,17 pg glukoz/mg’dur. Diger tiirlerin trehaloz miktarlari
0,74 + 0,04 ile 0,29 + 0,24 pg glukoz/mg arasinda dagilim gostermektedir.
Kluyveromyces tiirleri arasinda trehaloz verilerinin karsilastirilmasinin yapildigr grafik
Sekil 4.8°de verildi. Grafikte K. thermotolerans’in duragan fazda en ¢ok trehaloz depo

edebilen tiir oldugu goriilmektedir.



47

Cizelge 4.3 YPD’de iiretilen Kluyveromyces tiirlerinde trehaloz birikimi

Trehaloz Miktarlan®
Maya Tiirl —
Logaritmik Satha | Duragan Safha
K. lactis 0,06 +0 0,74 £ 0,04
K. lactis var. drosphilarum 0,50 £0,21 0,29 £ 0,24
K. thermotolerans 0,43 £0,02 7,88 £2,04
K. marxianus 0,17+ 0,06 0,65+0,31
K. marxianus var. bulgaricus 0,23 £0,06 0,30+ 0,17

* Olgiilen trehaloz miktarlar1 ug glukoz/ mg yas agirhik + standart sapma olarak verildi.

Glukozlu Ortamda Trehaloz Miktarlan
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Sekil 4.8 YPD’de iiretilen K/uyveromyces tiirlerinde logaritmik ve duragan safhalarda
biriktirilen trehaloz miktarlarinin karsilastirilmasi. Olgiilen trehaloz miktarlar:
pg glukoz/mg yas agirlik olarak verildi.
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4. 5. YPG’de Uretilen Kluyveromyces Tiirlerinde Trehaloz Miktarlariin

Belirlenmesi

Kluyveromyces tiirlerinin glikoneojenik ortamlarda biriktirdikleri trehaloz
miktarlart bu mayalarin gliserol iceren zengin ortamda iiretilmesiyle belirlendi. Bu
tireme ortaminda da Kl/uyveromyces tiirleri hem logaritmik hem de duragan safhaya
kadar ayr1 ayn fiiretildi. Ureme ortamlarindan elde edilen Kluyveromyces tiirlerinin
logaritmik veya duragan faza kadar depo ettikleri trehaloz miktarlar1 boliim 3.2.2°de
verildigi sekilde belirlendi. Kluyveromyces tiirlerinin logaritmik ve duragan sathalardaki
ortalama trehaloz miktarlar1 ve standart sapmalart Cizelge 4.4’te verildi. Logaritmik
asamada bu tiirlerden K. thermotolerans da 10,58 = 0,76 pg glukoz/mg ile en yliiksek
trehaloz birikimi oldugu bulundu.

Duragan  sathaya  ait  trehaloz  miktarlar1  belirlendiginde  yine
K. thermotolerans’in 2,63 + 0,78 ng glukoz/mg ile en fazla trehaloz biriktiren tiir
oldugu belirlendi. Cizelgeden K. marxianus’un 2,19 = 0,25 pg glukoz/mg degerlerine
sahip oldugu belirlendi. En diisiik trehaloz degeri K. lactis var. drosphilarum’a ait olup
0,37 = 0,09 ng glukoz/mg olarak belirlendi. Kluyveromyces tiirlerinin trehaloz
miktarlarinin karsilastirildigr grafik Sekil 4.9°da verildi.
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Cizelge 4.4 YPG’de iiretilen Kluyveromyces tiirlerinde trehaloz miktarlar

Trehaloz Miktarlar1®
Maya Turt S—
Logaritmik Satha | Duragan Safha
K. lactis 0,26 + 0,01 0,61 £0,32
K. lactis var. drosphilarum 0,55+0,35 0,37+ 0,09
K. thermotolerans 10,58 +£ 0,76 2,63 £0,78
K. marxianus 0,22 +0,21 2,19+ 0,25
K. marxianus var. bulgaricus 0,43 £0,57 1,71 £0,23

* Olgiilen trehaloz miktarlar1 ug glukoz/ mg yas agirhik + standart sapma olarak verildi.

Gliserollii Ortamda Trehaloz Miktarlan
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Sekil 4.9 YPG’de iiretilen Kluyveromyces tiirlerinde logaritmik ve duragan sathalarda
biriktirilen trehaloz miktarlarmin karsilastirilmasi. Olgiilen trehaloz miktarlari
ug glukoz/mg yas agirlik olarak verildi.
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4. 6. Azot Ach@inda Uretilen Kluyveromyces Tiirlerinde Glikojen ve
Trehaloz Miktarlari
4. 6. 1. Azot Achgnda Uretilen Kluyveromyces Tiirlerinde Glikojen

Miktarlarimin Belirlenmesi

Kluyveromyces tiirlerinin azot icermeyen, karbon kaynagi olarak glukozun
kullanildigr minimal ortamda {iremeleri saglanarak azot eksikliginin glikojen sentezine
etkileri arastirildi. Kontrol amaciyla ayni maya tiirleri azot ilave edilen minimal ortamda
da iretildi ve bu ortamlarda {iretilen Kluyveromyces tiirlerinin glikojen miktarlar
belirlendi.

Azotlu ve azotsuz iireme ortamlarinda iiretilen Kluyveromyces tiirlerinde
belirlenen glikojen degerleri ve standart sapma degerleri Cizelge 4.5°te verildi.
K. marxianus var. bulgaricus’un azot varligindaki glikojen miktar1 3,21 + 0,35 pg
glukoz/mg iken azot eksikliginde bu miktar 15,07 + 0,23 pg glukoz/mg olarak
belirlendi. K. lactis var. drosphilarum’un azot varliginda 3,63 + 0 pg glukoz/mg, azot
eksikliginde ise 12,69 =+ 0,23 pg glukoz/mg glikojen igerdigi belirlendi.
K. thermotolerans’da ise azot eksikliginde biriktirilen glikojen miktar1 7,39 + 1,62 ng
glukoz/mg olarak o6l¢iildii. Azot varliginda bu mayanin 1,61 + 0 pg glukoz/mg glikojen
biriktirdigi tespit edildi. Kluyveromyces tiirlerinin azotlu ve azotsuz ortamlarda
biriktirdikleri glikojen miktarlariin karsilastirildigr grafik Sekil 4.10°da verildi. Bu
grafikte de goriildigii gibi Kluyveromyces tiirleri azot eksikliginde azot varligina oranla

cok daha fazla glikojen icermektedirler.



Cizelge 4.5 Kluyveromyces
glikojen miktarlari
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tirlerinin azotlu ve azotsuz ortamlarda biriktirdikleri

Glikojen Miktarlar1®
Maya Tiirt — —
Minimal ortam (+ NH4) Minimal ortam (-NH4)
K. lactis 1,5+0,40 12,18 + 1,44
K. lactis var. drosphilarum 3,63+0 12,69 + 5,78
K. thermotolerans 1,61+0 7,39 + 1,62
K. marxianus 1,37+ 0 12,45+ 6,72
K. marxianus var. bulgaricus 3,21 £0,35 15,07 £ 0,23

* Olgiilen glikojen miktarlar1 pug glukoz/ mg yas agirlik + standart sapma olarak verildi.

Azot Eksikliginde Glikojen Miktarlan
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Sekil 4.10 Minimal ortamda azot eksikliginde tiretilen Kluyveromyces tiirlerinde
biriktirilen glikojen miktarlarmin karsilastirilmasi.  Olgiilen glikojen
miktarlar1 pg glukoz/mg yas agirlik olarak verildi.
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4. 6. 2. Azot Achginda Uretilen Kluyveromyces Tiirlerinde Trehaloz

Miktarlarimin Belirlenmesi

Kluyveromyces tiirleri azot igermeyen ve karbon kaynagi glukoz olan minimal
ortamda iiretilerek azot eksikliginde biriktirdikleri trehaloz miktarlar1 da belirlendi.
Kontrol amaciyla ayn1 maya tiirleri azot ilave edilen minimal ortamda da iiretilerek
bunlara ait trehaloz miktarlar 6l¢iildii.

Azotlu veya azotsuz ortamlarda iiretilen Kluyveromyces tiirlerinde O0lgiilen
trehaloz miktarlar1  ve standart sapma degerleri Cizelge 4.6’da  verildi.
K. thermotolerans’in azotlu (minimal) ortamda 1,7 £ 0,07 pg glukoz/mg, azotsuz
ortamda 5,69 + 0,11 pg glukoz/mg trehaloz biriktirdigi bulundu. Bu deger azot
icermeyen ortamda belirlenen en yiiksek trehaloz degeri olarak Olciildi. En diisiik
trehaloz miktar1 ise K. marxianus var. bulgaricus’un 0,43 £+ 0,01 pg glukoz /mg
degeridir. Elde edilen verilere genel olarak bakildiginda bazi maya tiirlerinde azot
eksikliginde trehaloz birikiminin ¢ok belirgin olarak artmadigi gozlendi. Maya
tiirlerinin azotlu ve azotsuz ortama ait trehaloz miktarlarinin karsilastirildig: grafik Sekil

4.11°de verildi.

Cizelge 4.6 Kluyveromyces tiirlerinde azot agliginda trehaloz 6l¢timleri

Trehaloz Miktarlar®
Maya Turu Minimal ortam (+ NH4) Minimal ortam (-NH4)
K. lactis 0,19 £ 0,02 1,65+0,47
K. lactis var. drosphilarum 0,11 +0,05 0,54 +£0,40
K. thermotolerans 1,7+ 0,07 5,69+0,11
K. marxianus 0,24 +£ 0,07 2,69+1,27
K. marxianus var. bulgaricus 0,28 £0,24 0,43 £0,01

* Olgiilen trehaloz miktarlar1 pug glukoz/ mg yas agirlik + standart sapma olarak verildi.
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Azot Eksikliginde Trehaloz Miktarlan

16 NH4 +
O NH4 -
141
121
101
N
S
£ 8
5]
St
=
6,
4,
i ﬁm
0 T T
. s $ .
o \*
$ S & & ?Qo
N o
3 &
&

Sekil 4.11 Minimal ortamda azot eksikliginde iiretilen Kluyveromyces tiirlerinde
biriktirilen trehaloz miktarlarinin  karsilastirilmasi.  Olgiilen trehaloz
miktarlart pg glukoz/mg yas agirlik olarak verildi.
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4. 7. Ist Sokunun Kluyveromyces Tiirlerinde Glikojen ve Trehaloz
Birikimine Etkisi
4. 7. 1. Is1t Sokunun Kluyveromyces Tiirlerinde Glikojen Birikimine

Etkisinin Belirlenmesi

Is1 sokunun bazi mayalarda trehaloz ve glikojen sentezini aktive edebildigi
bilinmektedir. Is1 sokunun farkli K/uyveromyces tiirlerinde depo karbonhidratlarinin
birikimine neden olup olmadig1 arastirildi. Bunun i¢in Kluyveromyces tiirleri once
25 °C’de tiretilip maya kiiltiirlerininbir bolimi 37 C’deki ortama aktarildi. Is1 soku
stiresi sonunda Kluyveromyces tiirlerindeki depo karbonhidratlar1 karsilastirmali olarak
belirlendi.

Is1 sokunun bazi Kluyveromyces tiirlerinde glikojen birikimine neden oldugu
bulundu. 25 °C’de ve 37 °C’de iiretilen mayalarda belirlenen glikojen miktarlari Cizelge
4.7°de verildi. Bu verilerden de goriildiigii gibi 25 °C’de iiretilen K. lactis var.
drosphilarum’daki glikojen miktar1 1,90 £ 0,04 ug glukoz/mg olarak olgiildii. Fakat
37 °C’de 1s1 sokuna maruz birakilan K. lactis var. drosphilarum’da glikojen miktari
6,84 + 0,64 pg glukoz/mg glikojen olarak belirlendi. K. marxianus 25 °C’de
tiretildiginde glikojen miktar1 0,32 + 0,15 pg glukoz/mg glikojen olarak olciildi. Fakat
37 °C’de 1s1 sokunun bu Kluyveromyces tiiriinde glikojen birikimine neden olmadigi
gorildii ve glikojen miktar1 0,28 + 0,11 pg glukoz/mg glikojen olarak olgiildii.
K. marxianus’a benzer sekilde, K. lactis’te de 1s1 sokunun glikojen birikimine neden
olmadig1 goriildii. Normal ortamda firetilen ve 1s1 sokuna ugratilan K. lactis’te glikojen
miktarlart 0,30 + 0,16 pg glukoz/mg ve 0,42 + 0,15 pg glukoz/mg glikojen olarak
Olcilildii. Kluyveromyces tiirlerinin normal ortamda ve 1s1 sokundan sonra Olgiilen

glikojen miktarlar1 karsilastirmali olarak Sekil 4.12°de verildi.
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Cizelge 4. 7 Kluyveromyces tiirlerinde 1s1 soku uygulamasi glikojen olgiimleri

Glikojen Miktarlar®
Maya Turt 5 3
25°C 37°C
K. lactis 0,30+ 0,16 0,42 +0,15
K. lactis var. drosphilarum 1,90 £ 0,04 6,84 + 0,64
K. thermotolerans 1,46 £ 0,39 2,16 £0,16
K. marxianus 0,32+ 0,15 0,28+0,11
K. marxianus var. bulgaricus 1,65+0 4,37 +0,57

* Olgiilen glikojen miktarlar1 pug glukoz/ mg yas agirlik + standart sapma olarak verildi.

Is1 Soku Glikojen Miktarlar
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Sekil 4.12 Is1 sokunun Kluyveromyces tiirlerinde glikojen birikimine etkileri. Olgiilen
glikojen miktarlar1 pg glukoz/mg yas agirlik olarak verildi.
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4. 7. 2. Ist Sokunun Kluyveromyces Tiirlerinde Trehaloz Birikimine

Etkisinin Belirlenmesi

Is1 sokunun Kluyveromyces tiirlerindeki trehaloz metabolizmasina etkileri de
arastirildl. 25 °C’de ve 37 °C’de iiretilen Kluyveromyces tiirlerinde Slgiilen trehaloz
miktarlar1 Cizelge 4.8’de verildi. Cizelgede goriilen degerlerden de anlasilacagi gibi
K. thermotolerans 25 °C’de 0,49 + 0,19 pg glukoz/mg, 37 °C’de 5,50 + 3,62 pg
glukoz/mg trehaloz degeriyle en fazla trehaloza sahip tiirdiir. Is1 sokunun K. /actis var.
drosphilarum’da da 6nemli miktarda (yaklagik 10 kat) trehaloz artigina neden oldugu ve
trehaloz miktarlarinin 0,22 + 0,06 pg glukoz/mg’dan 2,89 + 1,35 pg glukoz/mg
trehaloza kadar yiikseldigi bulundu. Benzer sekilde 1s1 soku etkisiyle K. lactis’te de
onemli miktarda trehaloz birikimi (1,25 + 0,13 ug glukoz/mg) oldugu belirlendi. Fakat
1s1 soku etkisiyle K. marxianus’un her iki tiirlinde de 6nemli miktarda trehaloz artisi
gbzlenmedi. 25 °C ve 1s1 soku uygulamasina ait trehaloz miktarlarinin karsilastirildig:

grafik Sekil 4.13’te verildi.

Cizelge 4.8 Kluyveromyces tiirlerinde 1s1 soku uygulamasi trehaloz dl¢timleri

Trehaloz Miktarlar®
Maya Tiirt e 3700
K. lactis 0,24 £ 0,16 1,25+0,13
K. lactis var. drosphilarum 0,22 £ 0,06 2,89 +£1,35
K. thermotolerans 0,49+ 0,19 5,50+ 3,62
K. marxianus 0,54 +0,12 0,52 +0,51
K. marxianus var. bulgaricus 0,24 £ 0,04 0,41 +0,17

* Olgiilen trehaloz miktarlar1 pug glukoz/ mg yas agirlik + standart sapma olarak verildi.
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Is1 Soku Trehaloz Miktarlan
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Sekil 4.13 Is1 sokunun Kluyveromyces tiirlerinde trehaloz birikimine etkileri. Olgiilen
trehaloz miktarlar1 ug glukoz/mg yas agirlik olarak verildi.

4. 8. Ozmotik Sokun Kluyveromyces Tiirlerinde Glikojen ve Trehaloz
Birikimine Etkisi
4. 8. 1. Ozmotik Sokun Kluyveromyces Tiirlerinde Glikojen Birikimine

Etkisinin Belirlenmesi

Ureme ortaminda olusturulan ozmotik stresin Kluyveromyces tiirlerinde depo
karbonhidrat birikimine etkilerini analiz edebilmek i¢in lireme ortamina 0.8 M NaCl
ilave edildi. Ozmotik streste ve normal kosullarda liretilen K/uyveromyces tiirlerinde
Olciilen glikojen miktarlar1 Cizelge 4.9°da verildi. Kluyveromyces tiirlerinin sivi lireme
ortamlarinda olusturulan ozmotik stresin bu maya tiirlerinde glikojen birikimine yol

acmadig goriildii. Normal ortamda ve 0.8 M NacCl igeren ortamda iiretilen bes farkl
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Kluyveromyces tiirlerinde 6l¢iilen glikojen miktarlar1 karsilastirmali olarak Sekil 4.14°te

verildi.

Cizelge 4.9 Kluyveromyces tiirlerinde ozmotik sok uygulamasi glikojen dlgiimleri

Glikojen Miktarlar1®
Maya Tirii YPD YPD + 0,8M NaCl
K. lactis 0,02 + 0,02 0,18 +0,25
K. lactis var. drosphilarum 2,15+£0,06 1,43 £0,63
K. thermotolerans 0 0,19 +£0,26
K. marxianus 0,21 +£0,20 0,83+0
K. marxianus var. bulgaricus 1,21 £0,43 1,48 £ 0,08

* Olgiilen glikojen miktarlar pg glukoz/ mg yas agirlik + standart sapma olarak verildi.

Ozmotik Sok Glikojen Miktarlan

NaCl-
ONaCl+

16

14
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Sekil 4.14 Ozmotik stresin Kluyveromyces tiirlerinde glikojen birikimine etkileri.
Olgiilen glikojen miktarlar1 pg glukoz/mg yas agirlik olarak verildi.



59

4. 8. 2. Ozmotik Sokun Kluyveromyces Tiirlerinde Trehaloz Birikimine

Etkisinin Belirlenmesi

Ozmotik streste ve zengin ortamda iiretilen maya hiicrelerden elde edilen
trehaloz degerleri belirlendi ve bu degerler Cizelge 4.10’da verildi. Cizelgeden de
gorildiigli gibi maya tlrlerinden sadece K. lactis var. drosphilarum ve
K. thermotolerans’ta ¢ok az miktarda trehaloz belirlendi. Trehaloz degerlerine ait grafik

Sekil. 4.15°de verildi.

Cizelge 4.10 Kluyveromyces tiirlerinde ozmotik sok uygulamasi trehaloz 6l¢iimleri

Trehaloz Miktarlari®
Maya Turt
YPD YPD + 0,8M NacCl
K. lactis 0 0
K. lactis var. drosphilarum 0 0,40 £0,28
K. thermotolerans 0,09 +0,12 0
K. marxianus 0 0
K. marxianus var. bulgaricus 0 0

* Olgiilen trehaloz miktarlar1 pug glukoz/ mg yas agirlik + standart sapma olarak verildi.
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Sekil 4.15 Ozmotik stresin Kluyveromyces tiirlerinde trehaloz birikimine etkileri.
Olgiilen trehaloz miktarlar1 pg glukoz/mg yas agirlik olarak verildi.
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4. 9. Kluyveromyces Tiirlerinde Pseudohifsel Farklilasmanin Uyarildig:
Kosullarda Glikojen ve Trehaloz Miktarlar:
4. 9. 1. Kluyveromyces Tiirlerinde Pseudohifsel Farkhilasmanin Uyarildig:

Kosullarda Glikojen Miktarimin Belirlenmesi

Kluyveromyces tiirlerinde pseudohifsel farklilagmanin uyarilabilmesi icin SLAD
besin ortami kullanildi. SLAD ortamina ilave edilen butanol ve isopropanol’iinde
pseudohifsel farklilasma sirasinda glikojen birikimini etkileyip etkilemeyecegi
arastirlldi. SLAD, SLAD + %1 biitanol ve SLAD + %1 isopropanol ortamlarinda
Kluyveromyces tiirlerinden elde edilen glikojen miktarlar1 belirlendi. Maya tiirlerinin her
bir besin ortamina ait glikojen miktarlar1 Cizelge 4.11°de verildi. Elde edilen bulgulara
gore SLAD ortaminda en yiikksek glikojen birikimi K. marxianus’ta gozlendi ve
24,84 £+ 0,30 pg glukoz/mg 6l¢iildii. En diisiik glikojen ise K. thermotolerans’ta olgiildii
ve glikojen miktar1 4,96 + 0,42 pg glukoz/mg olarak belirlendi.

Fakat SLAD ortamina ek olarak aym lireme ortamina %] biitanol veya %1
isopropanol eklenmesinin Kluyveromyces tiirlerindeki glikojen birikiminde ¢ok 6nemli
farkliliklara neden oldugu gozlendi. SLAD + biitanol ortaminda iiretilmenin
K. thermotolerans’ta ¢ok fazla miktarda (26,90 + 0,66 pg glukoz/mg) glikojen
birikimine neden oldugu gozlenirken, bu ortamda iiremenin diger Kluyveromyces
tiirlerinde ise glikojen miktarlarinda ¢ok fazla miktarda azalmalara neden oldugu
bulundu.

SLAD + %1 isopropanol igeren ortamda fiiretilen Kluyveromyces tiirlerinde
tirlerinde yiiksek miktarlarda glikojen belirlendi. K. lactis’te 25,21 + 0,25 pg
glukoz/mg, K. lactis var. drosphilarum’da 17,83 £+ 1,46 pg glukoz/mg glikojen 6l¢iildi.
En diisiik glikojen seviyesi K. marxianus’da 7,72 + 0,12 pg glukoz/mg olarak belirlendi.
Biitiin bu lireme ortamlarindan elde edilen verilerin karsilastirildig: grafik Sekil 4.19°da

verildi.
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Cizelge 4.11 Kluyveromyces tiirlerinde pseoduhifsel farklilasmanin uyarildigi SLAD,
SLAD+ %] biitanol ve SLAD + %1 isopropanol ortamlarinda belirlenen glikojen

miktarlar
Glikojen Miktarlar1®
Maya Tiirii SLAD SLAD + SLAD +
%1 Biitanol %1 Isopropanol

K. lactis 7,48 0,25 2,80 £0,76 25,21 +0,25
K. lactis var. drosphilarum 14,17 £ 0,21 6,01 £0,30 17,83 £ 1,46
K. thermotolerans 4,96 + 0,42 26,90 + 0,66 15,36 £ 0,61
K. marxianus 24,84 + 0,30 1,28+ 0,16 7,72+ 0,12
K. marxianus var. bulgaricus 5,76 £ 0,30 0,38 £0,06 12,48 + 0,11

* Olgiilen glikojen miktarlar pug glukoz/ mg yas agirlik + standart sapma olarak verildi.

SLAD Ortaminda Glikojen Miktarlar
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Sekil 4.16 Farkli SLAD ortamlarinda iiretilen Kluyveromyces tiirlerindeki glikojen
birikimlerinin karsilastirilmas1. Olgiilen glikojen miktarlar1 pg glukoz/mg
yas agirlik olarak verildi.
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4. 9. 2. Kluyveromyces Tiirlerinde Pseudohifsel Farklllasmanin Uyarildig:

Kosullarda Trehaloz Miktarinin Belirlenmesi

Pseudohifsel iiremenin Kluyveromyces tiirlerindeki trehaloz metabolizmasina
etkileri de arastirildi. Bunun icin SLAD, SLAD + %] biitanol ve SLAD + %l
isopropanol ortamlarinda {iretilen Kluyveromyces tiirlerinde trehaloz miktarlar
belirlendi. Pseudohifsel iiremenin uyarildigi SLAD besin ortaminda ve alkol ilave
edilen SLAD ortamlarinda iiretilen K/uyveromyces tiirlerine ait trehaloz miktarlar
Cizelge 4.12°de verildi. SLAD ortaminda iiretilen K/uyveromyces tiirlerinde belirlenen
trehaloz miktarlar1 karsilastirildiginda en fazla trehaloz birikiminin K. lactis ve
K. thermotolerans’ta oldugu goriildi (Cizelge 4.12). SLAD ortamlarinda {iretilen
K. lactis var. drosphilarum ve K. marxianus var. bulgaricus’ta ise diisiik miktarda
trehaloz oldugu bulundu.

SLAD + %] biitanol ortaminda {iretilen Kluyveromyces tiirlerinde trehaloz
birikimi belirlenmedi. SLAD + %1 isopropanol ortaminda firetilen Kluyveromyces
tirlerinden K. marxianus’ta 3,43 + 0,05 pg glukoz/mg ve K. marxianus var.
bulgaricus’da ise 3,38 = 0 pg glukoz/mg trehaloz 6l¢iildii. En diisiik trehaloz miktari
K. lactis var. drosphilarum’da 0,19 + 0,15 pg glukoz/mg olarak belirlendi. Pseudohifsel
farklilagmanin ~ uyarildigt  bu  ortamlarin  tamamindaki trehaloz  verilerinin

karsilastirilmasina ait grafik Sekil 4.20°de verildi.
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Cizelge 4.12 Kluyveromyces tiirlerinin pseoduhifsel farklilasmanin uyarildigi SLAD,
SLAD+ %! Biitanol ve SLAD + %] isopropanol ortamlarinda belirlenen trehaloz

miktarlar
Trehaloz Miktarlar®
Maya Tiirii SLAD SLAD + SLAD +
%1 Biitanol %1 Isopropanol

K. lactis 2,340 0 1,69 £ 0,03
K. lactis var. drosphilarum 0,03 £0,04 0,11 +0,15 0,19+0,15
K. thermotolerans 2,10 £0,33 0 1,29 £ 0,41
K. marxianus 1,12+ 0,07 0 3,43 +0,05
K. marxianus var. bulgaricus 0,43+0 0 3,380

* Olgiilen trehaloz miktarlar1 pug glukoz/ mg yas agirlik + standart sapma olarak verildi.

SLAD Ortammda Trehaloz Miktarlan

B SLAD
O SLAD + %1 Butanol
0O SALD + %] Isopropanol

Trehaloz
=

Sekil 4.17 Farkli SLAD ortamlarinda iiretilen Kluyveromyces tiirlerindeki trehaloz
birikiminin karsilastiriimasi. Olgiilen trehaloz miktarlar1 pg glukoz/mg yas
agirlik olarak verildi.
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4. 10. YPD’de Uretilen Kluyveromyces Tiirlerinde Glikojen Sentez Miktar
ve Yikim Seklinin Belirlenmesi
4. 10. 1. YPD’de Uretilen K. lactis var. drosphilarum’da Glikojen Sentez

Miktarinin Belirlenmesi

K. lactis var. drosphilarum’da glikojen sentez miktarinin belirlenmesi i¢in
boliim 3.4’te aciklandig1 sekilde azot icermeyen minimal ortamlarda tretildi. Belirli
zaman araliklar1 ile iireme ortamindan maya Ornekleri alinarak glikojen igerigi
belirlendi. Elde edilen degerler ile hazirlanan sentez ve birikim miktarina ait grafik
Sekil 4. 18’de verildi. Buradaki degerlere gore K. lactis var. drosphilarum’da 30.
dakikadan itibaren glikojen birikiminin bagladig1 ve zaman ile dogru orantili olarak

glikojen sentezi ve birikiminde artis oldugu gézlendi.

Glikojen Sentez Miktan
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Sekil 4.18 K. lactis var. drosphilarum ‘da glikojen sentez miktarinin belirlenmesi.
Olgiilen glikojen miktarlar1 pg glukoz/mg yas agirlik olarak verildi.
Egrilerdeki barlar standart hatay1 gostermektedir.
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4. 10. 2. YPD’de Uretilen K. lactis var. drosphilarum’da Glikojen

Yikim Seklinin Belirlenmesi

K. lactis var. drosphilarum glikojen yikim seklinin belirlenmesi icin ilk 6nce
zengin ortamda {retildiler. Daha sonra azot igermeyen minimal ortama aktarilip
glikojen sentezlemeleri saglanan maya hiicreleri tekrar zengin ortamda {iretilerek
glikojen yikimi saglandi. Belli zaman araliklar ile 6rnek alinarak maya hiicrelerinin
glikojen igerikleri belirlendi. Elde edilen degerler ile hazirlanan yikim skline ait grafik
Sekil 4.19’da verildi. Buradaki degerlere gore K. lactis var. drosphilarum’da
0. dakikadan itibaren glikojenin yikilmaya baslandigi, 30. dakikada glikojen miktarinin
15,79 ng glc/ mg olan baglangi¢ degerinin yarisina diistiigli gozlendi.
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Sekil 4.19 K. lactis var. drosphilarum’da glikojen yikim seklinin belirlenmesi. Olgiilen
glikojen miktarlar1 pg glukoz/mg yas agirlik olarak verildi. Egrilerdeki
barlar standart hatay1 gdstermektedir.
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4. 11. YPD’de Uretilen Kluyveromyces Tiirlerinde Trehaloz Sentez
Miktarmmin ve Yikim Seklinin Belirlenmesi
4. 11. 1. YPD’de Uretilen K. thermotolerans’ta Trehaloz Sentez Miktarmin

Belirlenmesi

K. thermotolerans’ta trehaloz sentez Miktarinin belirlenmesi ig¢in hiicreler ilk
once zengin ortamda daha sonra azot igermeyen minimal ortamlarda tretildiler. 0, 30,
60, 90 ve 120. dakikalarda alinan maya 6rneklerinde trehaloz miktarlar1 belirlendi. Elde
edilen degerler ile hazirlanan sentez Miktarlarina ait grafik Sekil 4.20°de verildi.
Belirlenen trehaloz miktarlarina goére K. thermotolerans’ta 0. dakikadan itibaren
trehaloz birikiminin bagladigi gorildii. 120. dakikaya kadar trehaloz birikiminde
belirgin bir artis oldugu bulundu.

Trehaloz Sentez Miktan
18
16 -
14 -
5 12
S 10
= 8-
O 6
4
2 |
0
0 30 60 90 120
Zaman (dk)

Sekil 4.20 K. thermotolerans’ta trehaloz sentez miktarinin belirlenmesi. Olgiilen
trehaloz miktarlart pg glukoz/mg yas agirlik olarak verildi. Egrilerdeki
barlar standart hatay1 géstermektedir.
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4. 11. 2. YPD’de Uretilen K. thermotolerans’ta Trehaloz Yikim Seklinin

Belirlenmesi

K. thermotolerans’ta trehaloz yikim seklinin belirlenmesi i¢in once bu maya
hiicresinde trehaloz birikimi i¢in maya hiicreleri ilk olarak azot icermeyen minimal
ortamda iiretildi. Daha sonra maya hiicreleri zengin ortama aktarildilar. 0, 30, 60, 90 ve
120. dakikalarda iireme ortaminda maya Ornekleri alinip trehaloz miktarlar1 belirlendi.
Elde edilen degerler ile hazirlanan trehaloz yikim sekline ait grafik Sekil 4.21°de verildi.
Buradaki degerlere gore K. thermotolerans’ta 0. dakikadan itibaren trehalozun hizla

yikilmaya basladigr ve 30. dakikada trehalozun tamamina yakin miktarinin yikildigi

belirlendi.
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Sekil 4.21 K. thermotolerans’ta trehaloz yikim seklinin belirlenmesi. Olgiilen trehaloz
miktarlart pg glukoz/mg yas agirhik olarak verildi. Egrilerdeki barlar
standart hatay1 gostermektedir.
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4. 12. Kluyveromyces Tiirlerinde Pseudohifsel Farklilasmanin Uyarilmasi

Calismada kullanilan  Kluyveromyces tiirleri pseudohifsel farklilagsmanin
uyarilmast amaciyla katt SLAD, SLAD + %] biitanol ve SLAD + %]1 isopropanol
ortamlarinda iiretildiler. Once 72 saat siiresince iiremeleri saglanan mayalarda
pseudohifsel farklilasma olup olmadig: arastirildi. SLAD ortaminda iiretilen mayalarin
5, 24, 48 ve 72. saatlere ait fotograflar1 Sekil 4.22°de verildi. SLAD + %1 biitanol
ortaminda iiretilen mayalarin 24, 48 ve 72. saatlerdeki fotograflar1 Sekil 4.23’te, SLAD
+ %1 isopropanol’de iiretilen mayalarin 24, 48 ve 72. saatlere ait fotograflar1 Sekil
4.24°te verildi. SLAD ortaminda iiretilen mayalarin tamaminda 5. saatte pseudohifsel
farklilasma go6zlendi. 5. saatte en fazla filamentli tireme K. lactis, K. lactis var.
drosphilarum ve K. thermotolerans tirlerinde gozlendi. 24. ve 48. saatlerde
Kluyveromyces tiirlerinin tamaminda filamentli tiremenin arttig1, dallanmis yapilarin
olustugu goézlendi. 72. saatte ise K. marxianus, K. lactis var. drosphilarum ve
K. lactis’te dallanmanin artti1 belirlendi.

SLAD + %]l biitanol besin ortaminda iiremeleri saglanan Kluyveromyces
tirlerinde ilk 5 saatte filamentli lireme gozlenmedi. 24. saatte tiirlerin tamaminda
filamentli iireme goriilirken, en fazla dallanma olusturan tiirlerin K. marxianus,
K. thermotolerans ve K. lactis oldugu belirlendi. K. marxianus’un 48. saatte en fazla
filamentli iireme gosteren tiir oldugu, diger tiirlerde dallanmanin fazla olmadigi
gozlendi. 72. saatte c¢alismada kullanilan Kluyveromyces tiirlerine ait kiiltiirlerde
filamentli tireme gdsteren hiicrelerin ve bu hiicrelerdeki dallanmanin azaldig1 belirlendi.

Filamentli biiylimenin uyarilmast i¢cin SLAD + %1 isopropanol ortaminda
tiretilen Kluyveromyces tiirlerinde ilk bes saatte filamentli ireme gozlenmedi. 24. saatte
ise tiirlerin tamaminda c¢ok sayida dallanma igeren filamentli yapilarin olustugu
gozlendi. K. marxianus, K. lactis var. drosphilarum ve K. lactis’te dallanmalarin, SLAD
ve SLAD + %]l biitanol ortamlariin 24. ve 48. saatlerine gore olduk¢a fazla oldugu
belirlendi. Dallanmis yapilar1 olusturan hiicrelerin uzadiklar1 ve giderek kiigiildikleri

belirlendi.
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Sekil 4.22 SLAD besin ortaminda iiretilen Kluyveromyces tiirlerinde pseudohifsel
farklilasmanin uyarilmas.
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Sekil 4.23 SLAD + %1 biitanol besin ortaminda iiretilen Kluyveromyces tiirlerinde

pseudohifsel farklilasmanin uyarilmasi.
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Sekil 4.24 SLAD + %] isopropanol ortaminda iiretilen Kluyveromyces tiirlerinde

pseudohifsel farklilagmanin uyarilmasi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Glikojen ve trehaloz maya hiicrelerinde sentezlenip depolanabilen
karbonhidratlardir. Bu karbonhidratlar ¢evre kosullarina ve hayat dongiisii asamalarina
bagli olarak hiicrelerde biriktirilirler (Parrou ve Frangois 1997, Lillie ve Pringle 1980).
Bu bilesiklerin c¢esitli fizyolojik kosullarda ve stres sartlarinda artiglarinin belirlenmesi
bu karbonhidratlarin biyolojik fonksiyonlarinin daha iyi anlagilmasini saglamaktadir
(Parrou ve Frangois 1997). Bir¢ok arastirmada maya hiicrelerinin azot acgligi, yiiksek
veya distk 1s1, yliksek veya diisiik ozmotik ortam, yiiksek etanol konsantrasyonu, agir
metal veya oksidatif bilesiklerin varlig1 gibi ¢esitli stres kosullarindan etkilenebilecegi
belirtilmektedir (Parrou ve ark. 1997). Maya hiicrelerinin bu streslere karsi
gelistirdikleri yanitlarda benzerlikler oldugu ve bir strese maruz kalmanin diger bir
strese karsi olan toleransi arttirdigi belirtilmektedir (Parrou ve ark. 1997).

Hiicrelerin glikojen ve trehaloz igerikleri ve olduk¢a fazla miktarlarda
depolanabilmeleri bu karbonhidratlarin maya hayat dongiisiinde Onemli roller
oynadiklarint gostermektedir. Glikojen ve trehaloz birikimi 6zellikle azot, siilfiir veya
fosforun tiikendigi hiicrelerde olmakta ve mineral sinirlamasina genel bir yanit olarak
olusmaktadir (Lillie ve Pringle 1980). Glikojen ve trehaloz seviyeleri ile hiicrelerin
fizyolojik ve gelisimsel aktivitelerinin baglantis1 ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir. Bu
calismalarin sonuglart glikojen ve trehalozun besin agligi c¢eken hiicrelerde,
sporulasyondaki hiicrelerde, germinasyondaki sporlarda, taze kiiltiir ortaminda duragan
safhadan c¢ikmakta olan vejetatif hiicrelerde, karbon ve enerjinin sirli oldugu
kosullarda mitotik hiicre dongiisiine gecen hiicrelerde 6nemli bir karbon ve enerji
kaynagi olarak gorev yaptiklarini1 gdstermektedir. (Lillie ve Pringle 1980).

Glikojen ve trehaloz metabolizmasi ile ilgili ¢alismalarin ¢ogu S. cerevisae ile
yapilmigtir. Calismamizda daha once ¢esitli stres kosullarindaki depo karbonhidrat
metabolizmas1 ile ilgili bilgi bulunmayan Kluyveromyces tirii mayalar kullanildi.
Kluyveromyces cinsi mayalar giinlimiizde biyoendiistride oldukca yaygin olarak
kullanilan mayalardir. Laktaz ve ¢esitli rekombinant proteinlerin iiretiminde
kullanilmaktadirlar (Wesolowski-Louvel ve ark. 1996). Ayrica laktoz ve fruktozdan
olusan bir sentetik ketoz disakkariti olan laktuloz K. lactis’te B-galaktosidaz araciligiyla

iiretilmektedir (Lee ve ark. 2004).



74

Cevre kosullarmin degistigini gosteren dnemli bir belirte¢ glikojen ve trehaloz
kullanimidir. S. cerevisiae’de azot ve glukoz eksikliginde depo karbonhidratlarin net
birikimi glikojen sentazin aktivasyonuna, notral trehalazin inaktivasyonuna,
glukoz-6-fosfatin artmasina, trehaloz-6-fosfat sentaz icerigine ve glikojen sentazin da
dahil oldugu bir¢ok metabolizmaya baglidir (Parrou ve ark. 1999).

Iyot boyama ydntemi bakteri ve mayalarda depo karbonhidratlarin
arastirtlmasinda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Mayalarin hiicre i¢i glikojen
igceriklerindeki farkliliklar bu yontemle kalitatif olarak kahverengi renk olusumuyla
belirlenebilir (Chester 1968, Enjalbert ve ark. 2000). Bu yontem, glikojen
metabolizmasi aragtirmalarinda ve glikojen metabolizmasi degigmis maya mutantlarinin
arastirilmasinda basariyla kullanilmaktadir (Enjalbert ve ark. 2000).

Bu tez arastirmasinda 6nce bu yontem kullanilarak glukoz, gliserol ve laktoz
gibi farkli karbon kaynaklarinda iiretilen K/uyveromyces tiirlerinin glikojen igerikleri
arastirildi. Herbir karbon kaynaginda iiretilen maya tiirlerinin glikojen igeriklerinde
farkliliklar oldugu belirlendi. Glukozun karbon kaynagi olarak kullanildigi tireme
ortaminda Kluyveromyces tiirlerinden yalnizca iki tiirde (K. lactis. var. drosphilarum ve
K. marxianus var. bulgaricus) glikojen birikimi belirlendi. Bu sonu¢ K/uyveromyces
tirleri arasinda glikojen metabolizmasi acisindan Onemli farkliliklar olabilecegini
gostermektedir.

Ureme ortaminda gliserol kullamldiginda ise yine K. lactis. var. drosphilarum ve
K. marxianus var. bulgaricus’ta glikojen belirlenip diger tiirlerde glikojen
belirlenmemesi tiirlerin glikoneojenik ortamlarda depo karbonhidrat metabolizmasi
bakimindan da farkli davranabilecegini diistindiirdii. K. lactis. var. drosphilarum ve
K. marxianus var. bulgaricus’un glukoz ve gliserolde uzun siire iiretildiklerinde
glikojen biriktirmelerinden gliserolii karbon kaynagi olarak kullanip glikojen
sentezleyebilecekleri diistiniildii.

Ureme ortaminda laktoz kullanildiginda ise yalmzca K. lactis. var.
drosphilarum’da glikojen bulunmasi1 da g6z Oniine alindiginda bu tiirtin karbon
kaynagina bagli olmaksizin uzun siireli lireme sirasinda glikojen biriktirebilecegi
belirlendi. Iyot boyama yontemi ile elde edilen bu sonuglar daha sonra yapilan

enzimatik glikojen 6l¢iimleri i¢in bir 6n bilgi olusturdu.
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Parrou ve ark. (1999) yaptiklar1 calismada, S. cerevisiae’de karbon ve azotun az
oldugu kosullarda glikojen ve trehaloz metabolizmasindaki degisiklikleri
incelemislerdir. Glukozun eksik oldugu iireme ortaminda glikojen ve trehaloz
biyosentezi ve yikimlar1 ile ilgili genlerin ayrica stress- responsive gen C77I’in
aktivitesinin glikojen miktar1 ile paralel olarak arttigini belirlemiglerdir. Azotun eksik
oldugu durumlarda ise glikojen ve trehaloz birikimi ve metabolizmalarina katilan
genlerin transkripsiyonel aktivasyonu ortamda azotun tiilkenmesiyle ayni1 anda bagsladigi
belirlenmistir. Glikojen eksponansiyel sathadan c¢ikista birikmeye baslamistir ve
tiremenin durmasi ile glikojen birikiminin uyarilmasi arasinda bir baglant1 olabilecegi
belirtilmistir (Parrou ve ark. 1999).

Calismamizda azot aghiginda fiiretilen Kluyveromyces tiirlerinin glikojen
icerikleri iki ayr1 yotem ile arastirildi. Kalitatif yontem olan iyot boyama yonteminde
K. marxianus var. bulgaricus ve K. lactis’te glikojen belirlendi. Daha sonra yapilan
enzimatik Ol¢limlerde ise bu deneyin sonuclarina benzer sonuglar elde edildi.
K. marxianus var. bulgaricus ve K. marxianus’ta bol miktarda glikojen belirlendi. Iyot
boyama sonucuyla uyumsuz bir sonu¢ K. lactis. var. drosphilarum’da goézlendi.
Olgiimlerde bu tiiriin bol miktarda glikojen biriktirdigi belirlendi. Mayalarda glikojen
iki degisik formda bulunur. Bunlar ¢oziinebilir stoplazmik glikojen ve hiicre duvari
bilesenlerine kovalent olarak bagli bulunan ¢oziinemeyen glikojendir (Arvindekar ve
Patil 2002). iyot boyama teknigi daha c¢ok hiicre duvarindaki glikojeni belirten kalitatif
bir yontemdir. Bu nedenle K. lactis. var. drosphilarum’da stoplazmik glikojen ile hiicre
duvarindaki glikojen miktarlarinin farkli olmasi, iyot boyama yontemi ile enzimatik
yontem arasinda farkli sonuclar elde edilmesine yol agabilir (Arvindekar ve Patil 2002).
Azot iceren ortamda ise hem iyot boyama hem de enzimatik yontemle K. lactis. var.
drosphilarum’da glikojen birikimi belirlendi. Yapilan enzimatik glikojen Slgiimleri ile
calismamizda kullanilan  Kluyveromyces tiirlerinin  azot aclhiginda glikojen
biriktirebildikleri belirlendi. Bu sonuclar Kluyveromyces tiirlerinin S. cerevisiae ile
benzer bir glikojen metabolizmasina sahip olabilecegini gostermektedir. Lillie ve
Pringle (1980) yaptiklar bir ¢alismada mineral sinirlamasina karsi S. cerevisiae’de depo
karbonhidrat metabolizmasini1 aragtirmiglardir. Bu ¢alismada zengin ortamda {iretilen

maya hiicrelerinin iiremenin duragan sathasinda glikojen ve trehaloz biriktirdikleri
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belirlenmistir. Ayrica glikojen ve trehalozun azot, siilfiir ve fosfor gibi mineral
eksikliklerinde biriktigi belirlenmistir.

Kluyveromyces tiirlerinin azot achginda biriktirdikleri trehaloz arastirildiginda
K. thermotolerans ve K. marxianus’ta gok miktarda trehaloz belirlendi. Ayn1 ortamdaki
glikojen miktarlar1 dl¢tildiiglinde K/uyveromyces tiirlerinde trehaloz birikiminin oldukca
az oldugu bulundu. Bu sonuglarin S. cerevisiae’de azotsuz ortamda belirlenen glikojen
ve trehaloz birikimi ile benzemedigi belirlendi. Larsson ve ark. (1997) tarafindan
S. cerevisiae’nin azot agliginda depo karbonhidrat olarak trehalozu glikojeden daha
fazla biriktirdigi belirtilmektedir. Bu arastirmada ise Kluyveromyces tiirlerinde azot
acliginda tercih edilen depo karbonhidratin glikojen oldugu belirlendi.

Singer ve Lindquist’in (1998) bildirdigine gore S. cerevisiae’de glikojen
glukozun bol miktarda bulundugu eksponansiyel iireme fazinda sentezlenmektedir.
Trehalozun ise ortamda glukoz oldugunda sentezlenmedigi (6rnegin eksponansiyel
sathada), glukozun hemen hemen tiikendigi duragan satha girisinde ve duragan safha
boyunca sentezlendigi belirtilmektedir. Hiicre disinda glukozun kalmadigr duragan
safha sirasinda trehaloz sentezi devam ederken glikojenin metabolize oldugu
vurgulanmaktadir.

Calismamizda glukoz varhiginda glikojen ve trehaloz birikimleri {ireme
asamalarina gore incelendiginde, Kluyveromyces tiirlerinin genel olarak logaritmik
safhada duragan sathaya oranla daha fazla glikojen sentezleyip biriktirdikleri belirlendi.
En fazla glikojen biriktiren tiir K. lactis. var. drosphilarum olarak tespit edildi. Duragan
sathada ise yalmizca K. thermotolerans tiirinde az miktarda glikojen belirlendi. Bu
sonuglar Singer ve Lindquist’in (1998) belirttigi S. cerevisiae glikojen sonuclart ile
benzer bulundu. Ayni ortamada iiretilen Kluyveromyces tiirlerinde trehaloz birikiminin
duragan safha sirasinda oldugu belirlendi. K. thermotolerans basta olmak lizere tiirlerin
tamaminda duragan safha sirasinda bol miktarda trehaloz belirlendi. Kluyveromyces
tiirlerinde trehaloz birikiminin duragan sathada olmasi ile S. cerevisiae’ye benzer bir
Ozellik goOstermesinin  yaninda glukozda iireme sirasinda tercih edilen depo
karbonhidratin trehaloz oldugu belirlendi. Benzer sonuglar S. cerevisiae’de azot
acliginda belirlenmistir. S. cerevisiae azot agliginda depo karbonhidrat olarak trehalozu

tercih etmekte ve biriktirmektedir (Larsson ve ark. 1997).
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Kluyveromyces tiirleri gliserolde iiretildiklerinde ise K. lactis. var.
drosphilarum’da duragan safhada glikojen birikiminin bol miktarda oldugu belirlendi.
Diger Kluyveromyces tiirlerinin de az miktarda da olsa duragan safhada glikojen
biriktirdikleri belirlendi. Ayni1 ortamda trehaloz birikimleri karsilagtirildiginda tiirlere
gore farkliliklar oldugu belirlendi. K. lactis. var. drosphilarum ve K. thermotolerans’ta
logaritmik safhada trehaloz birikirken, K. lactis. K. marxianus ve K. marxianus var.
bulgaricus’ta duragan sathada trehaloz biriktigi belirlendi. Bu sonucglardan
calismamizda kullanilan Kluyveromyces tiirlerinde gliserol kullanimi sirasinda tiirlere
gore depo karbonhidrat metabolizmasinda farkliliklar oldugu sdylenebilir.

Mayalar ortam sartlar1 degistiginde 6rnegin 1s1 soku, etanol soku ve ozmotik sok
gibi stresler altinda trehaloz biriktirirler (Swan ve Watson 1998, Riberio ve ark. 1999).
Mayalarda 1s1ya karsit olusan toleransin arttirilmasi, strese yanitin temel beklentisini
olusturmaktadir. Maya stres yanitinin iki yonii vardir. 1s1 soku proteinlerinin
aktiflestirilmesi ve trehaloz birikimi. Bu biyomolekiillerin her ikisi de 1s1 soku ile
arttirilabilir ve hiicrelerde 1s1 toleransinin kazanilmasinda rol alirlar (Swan ve Watson
1998).

Attfield’in 1987°de yaptig1 bir calismada S. cerevisiae 1s1 soku ve ¢esitli ajanlara
maruz kalma sirasindaki trehaloz birikimleri arastirilmustir. Calismada 30 °C’den
45 OC’ye cikartilan 1s1 degisikliklerinde trehaloz biriktigi belirlenmistir. Is1 sokuna
verilen yanitin 90 dakikada maksimuma ulastig1 ve hiicreler 30 °C’ye aktarildiginda
trehaloz seviyesinin hizla diistiigii belirlenmistir.

Riberio ve ark.’nin (1999) yaptiklar1 ¢alismada tropikal kosullarda yasayan
mayalarda trehaloz birikimi ve c¢esitli stres sartlarinda canli kalabilme ile trehaloz
seviyeleri arasindaki iliski arastirilmistir. Calismada S. cerevisiae ile Candida,
Clavispora, Kluyveromyces ve Torulaspora’ya ait tiirler kullanilmistir. Fizyolojik stres
olarak 1s1 soku, etanol stresi ve ozmotik sok uygulanmistir. Is1 soku i¢in ilk olarak
50,5 °C’de 8 dk. tutulan hiicreler, ikinci asamada 40 °C’de 60 dk. tutulmuslardir. Bu
uygulamanin hemen ardindan tekrar 50,5 °C’de 8 dk.’lik bir uygulama daha yapilmustir.
K.marxianus 40 °C’de canli kalabilmistir. Yaklasik olarak 25 mg/gr kuru agirhk
trehaloz birikimi bulunmustur. Calismada kullanilan diger suslardaki trehaloz miktari
ol¢iildiigiinde yliksek trehaloz birikimi ile canlilik arasinda bir iligki oldugu
belirtilmistir. 60 mg/gr kuru agirlik trehaloz biriktiren suslarda 50,5 °C’de 8 dk. da canli
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kalma oran1 %75’in iizerinde bulunmustur. Yine ayni calismada ozmotik sok
uygulamasi i¢in duragan safhadaki hiicreler %18’lik sorbitol igeren ortamda 28 °C’de
24 saat inkiibe edilmistir. K.marxianus’un ozmotik stresten sonra %60’1n lizerinde canl
kaldig1 belirlenmistir. Trehaloz igerigi ise ozmotik stresten once ve sonra yaklasik 35

mg/gr kuru agirlik olarak bulunmustur.

Swan ve Watson’un (1998) yaptiklar1 bir ¢alismada S. cerevisiae’nin stres
toleransi, trehalozla iliskisi ve 1s1 soku proteinleri arastirilmistir. Hiicrelerin gercek 1s1
toleransini belirlemek icin 25 °C’de iiretilen hiicreler 1s1 soku uygulamasi i¢in 48 °C’de
60 dk. iiretilmislerdir. Cesitli siirelerde ornekler alinmistir. Isiya toleransin arttirilmasi
amaciyla da hiicreler zengin ortamda 37 °C’de 30 dk. tutulmustur. Sonugta yaban tipte
% 0.29 kuru agirlik olan bazal trehaloz seviyesinin 10 kat arttigi belirlenmistir.
Mayalarda etanol ve 1sinin 1s1 soku proteinlerinin sentezini ve trehaloz birikimini
arttirdigi belirlenmistir.

Lima Paulillo ve ark. (2003) S. cerevisiae’de glikojen ve trehalozun
mobilizasyonunu arastirmiglardir. Calismada 38, 40, 42 ve 44 °C’de iiretilen
S. cerevisiae hiicrelerinde glikojen ve trehaloz igerikleri ile bu karbonhidratlarin yikim
1s1lar1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Once hiicrelerin 1s1 soku etkisi ile glikojen ve trehaloz
biriktirmeleri saglanmistir. Daha sonra glikojen ve trehaloz yikiminda isinin etkisini
belirlemek i¢in 1s1 belirli zaman araliklar ile ytikseltilmis ve glikojen ile trehalozun
yikilmas: saglanmistir. Is1 38 °C’de iken yikim hizinda kiigiik bir artis oldugu, 1s1
40 °C’den 42 °C’ye ¢ikartildiginda glikojen ve trehalozun yikim hizinda anlamli bir
artis oldugu belirlenmistir. Glikojen yikimi 42 °C’de 8-12 saat daha devam etmis ve 1s1
44 °C’ye ¢iktiginda artmaya devam etmistir. Ancak trehaloz yikimimin 42 veya 44 °C’de
degismedigi dolayisiyla trehaloz yikiminin 1s1ya bagimli olmadig belirlenmistir.

S. cerevisiae ile yapilan bu c¢alismalar 15181nda, Kluyveromyces tiirlerinin 1s1
sokuna depo karbonhidrat birikimi yoniinden verdikleri yanitlar da c¢alismamizda
arastirldi. 25 °C’de ve 37 °C’de 1s1 sokunda iiretilen Kluyveromyces tiirlerinden
bazilarin 1s1 soku sirasinda glikojen ve trehaloz biriktirdikleri belirlendi. Is1 sokunda
en fazla glikojen birikiminin K. lactis var. drosphilarum ve K. marxianus var.
bulgaricus tiirlerinde oldugu belirlendi. Kluyveromyces tiirlerinin 1s1 soku sirasindaki

trehaloz birikimleri incelendiginde K. thermotolerans ve K. marxianus var.
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bulgaricus’un en fazla trehaloz biriktiren tiirler oldugu belirlendi. Is1 sokunda en fazla
glikojen miktarnim belirlendigi tiir K. lactis var. drosphilarum’da 25 °C’de trehaloz
birikiminin de en yiiksek degerde belirlenmesi dikkat ¢ekici bulundu. Bu tiiriin 37 °C’de
151 sokunda depo karbonhidrat olarak glikojeni tercih ettigi trehaloz 6l¢iim deneylerinde
en az miktarda trehaloz igeren tiir oldugunun belirlenmesiyle tespit edildi. Tiim bu
sonuglar degerlendirildiginde Kluyveromyces tiirlerinde 25 °C’de glikojen birikiminin
trehaloz birikiminden daha fazla oldugu bulundu. Ancak 37 °C’de iireme sirasindaki
trehaloz artismin 37 °C’deki glikojen artisindan fazla oldugu yapilan deneylerle
bulundu. S. cerevisiae’de 1s1 soku sirasinda en fazla depolanan ve 1siya dayanikliligi
arttiran trehalozun Kluyveromyces tiirlerinde de 1s1 soku sirasinda bol miktarda
biriktirildigi ve Kluyveromyces tiirlerinin 1s1 sokuna S. cerevisiae ile benzer tepki
gosterdigi ¢alismamizda belirlenmis oldu. S. cerevisiae’de treahaloz sentezi trehaloz
sentaz ve trehaloz fosfataz ile yapilirken glikojen sentezi glikojen sentaz ve dallanma
(branching) enzimi ile yapilir. Trehaloz yikimi trehalaz enzimi ile glikojen yikimi ise
glikojen fosforilaz ve debranching enzimi ile yapilir. Bu enzimler araciligiyla
gergeklesen sentez ve yikim olaylarinin 1sinin artmasi ile uyarilabildigi sdylenebilir
(Parrou ve ark. 1997, Lima Paulillo ve ark. 2003). Bu ¢aligmada da 1s1 soku ile trehaloz
sentezinin artmasi yiiksek 1s1 ile trehaloz sentazin aktive edilmesiyle veya trehalazin
baskilanmasiyla aciklanabilir.

Bu c¢alismada Kluyveromyces tiirlerinde ozmotik sokun glikojen ve trehaloz
metabolizmasina etkileri arastirildiginda 0.8 M NaCl igeren ozmotik ortamda {iretilen
Kluyveromyces tiirlerinde belirgin bir glikojen ve trehaloz birikimi goézlenmedi.
Glikojen veya trehalozun birikmemesi K/uyveromyces tiirlerinin farkli bir yol izleyerek
gliserol olusturabilecegini diisiindiirdii. Bu 6l¢timlerde YPD ortaminda iireme sirasinda
az miktarda glikojen birikiminin belirlenmesi yapilan diger enzimatik olc¢iimlerle
uyumlu bulunmugtur. Cilinkii maya tiirlerinin YPD’de {iretilip, logaritmik ve duragan
sathalardaki glikojen miktarlarinin karsilastirildigi 6lgtimlerde logaritmik sathada az
miktarda glikojen biriktirdikleri belirlenmistir. Arastirmanin bu boliimiinde YPD
ortaminda trehaloz birikiminin belirlenememesine neden olarak trehalozun duragan
sathada birikmesi gosterilebilir.

Arastirmanin bir bolimiinde glikojen ve trehalozun maya tiirlerinde sentez ve

yikim hizlar1 da arastirildi. YPD ve YNB ortamlarinda en fazla glikojen biriktiren tiir
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olan K. lactis var. drosphilarum’un glikojen sentezlemeye 30. dakikada basladigi ve
sentezin artarak devam ettigi belirlendi. Bu sonuca gore K. lactis var. drosphilarum’da
glikojen sentezinin azot aglifinda oldukc¢a hizli gerceklestigi diisiiniilebilir. Glikojen
yikiminin ise 0. dakikadan itibaren baglamasi ortama glukoz verildiginde maya
hiicresinin glikojeni hizla yikmaya bagladigin1 gostermektedir.

Trehaloz sentez ve yikim hizi, trehalozu azot agliginda en fazla biriktiren tiir
olan K. thermotolerans’ta incelendiginde, K. thermotolerans’in trehaloz sentezine
0. dakikadan itibaren basladig1 ve 120 dakika boyunca devam ettigi belirlendi. Trehaloz
yikim hiz1 incelendiginde ise trehalozun ilk 30 dakikada yikilmasinin ortama ilave
edilen glukozun kullanimiyla baglantili oldugu diisiiniildii.

Yapilan arastirmalar, stresle artan sinyal olaylarinin filamentli biiyiimede ¢ok
onemli bir role sahip oldugunu gostermistir. Azot ve karbon agligi haploid ve
diploidlerde dimorfik degisimi etkileyebilir. Bunlara ilaveten c¢esitli alkollerde
hiicrelerde morfolojik degisikliklere neden olmaktadir. Etanol diploid suslarda filament
olusumunu arttirirken, 1-biitanol, isoamil alkol ve n-amil alkoliinde i¢cinde bulundugu
diger alkoller, glukoz igeren sivi ortamda iireyen haploidlerdeki filamentli biiyliimeyi
arttirmaktadir (Palecek ve ark. 2002).

Lorenz ve ark.’nin (2000-b) yaptig1 bir ¢aligmada S. cerevisiae’de alkol ile
arttirlmus filamentli iiremenin &zellikleri arastirilmistir. Ozel SLAD ortaminda, SLAD
ortamina etanol, metanol, 1-propanol, isobiitanol, biitanol, isopropanol, isoamil alkol
gibi alkollerin ilave edildigi ortamlarda iiretilen haploid ve diploid suslarda filamentli
tireme incelenmistir. Bu ortamlarda 30 saat siire ile iiretilen hiicrelerde filamentli
tiremenin uyarildig1 ve dallanmis hiicrelerden olusan filmentlerin arttig1 belirlenmistir.

Cevre sartlarindaki degisimlerin K. marxianus var. marxianus NRRLy2415
susunda morfolojik etkilerinin neler olabilecegi O’Shea ve Walsh (2000) tarafindan
arastirllmistir. K. marxianus var. marxianus NRRLy2415 susu kesikli ve siirekli
kiiltiirlerde {retilmis ve hiicrelerin morfolojileri spesifik iireme orani ile kontrol
edilmistir. Hiicreler kesikli kiiltiirlerde olduklarinda spesifik {ireme oran1 maksimum
spesifik lireme oranina ulasmaktadir ve kiiltiirlerin morfolojileri maya benzeri yapidadir.
Organizmalar kemostast ortamda kiiltiire alindiklarinda morfolojilerinin pseudohifsel

forma dontistligli belirlenmistir (O’Shea ve Walsh 2000).
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Calismamizda en ¢ok filament olusumunun K. marxianus, K. lactis ve K. lactis
var. drosphilarum’da oldugu saptandi (Sekil 4.16). SLAD + %1 butanol ortaminda
iretilen Kluyveromyces tiirlerinde filament olusumunun 24. saatten itibaren bagladigi
belirlendi. 48. saatte ise filament olusumunun en fazla K. marxianus’ta oldugu, diger
tirlerdeki filamentli yapida artis olmadigi belirlendi. 72. saat sonunda ise hem
hiicrelerdeki dallanmanin azligi hem de hiicre sayisindaki azalma (Sekil 4.17) dikkat
cekici bulundu. Bu sonuglara dayanarak SLAD + %]l biitanol’de iiretilen
Kluyveromyces tiirlerinde filament olusumunun ¢ok fazla olmadig1 ve 48. saatten sonra
hiicrelerin 6lmeye bagladig1 sodylenebilir. Kluyveromyces tirleri SLAD + %]l
isopropanol ortaminda iretildiklerinde ise 24. saatte filament olusumu goézlenmeye
baslandi. 48. saatte tipik dallanmis, uzun ve dallanmis hiicreler Kluyveromyces
tiirlerinin tamaminda oldukca iyi gozlendi (Sekil 4.18). Kluyveromyces tiirlerinin
SLAD, SLAD + %1 biitanol ve SLAD + %1 isopropanol ortamlarinda iiretilmesiyle
filament olusumu gozlendiginden, calismada kullanilan K. lactis, K. lactis var.
drosphilarum, K. thermotolertans, K. marxianus ve K. marxianus var. bulgaricus’ta
pseudohifsel farklilasmadan sozedilebilir. Elde edilen bu sonuglar daha 6nce detaylar
verilen Lorenz ve ark. (2000-b)’nin S. cerevisiae haploid ve diploid suslar1 ile yaptiklar
calismanin sonuglart ile benzer bulundu. O’Shea ve Walsh (2000)’1n K. marxianus var.
marxianus’un bir susunda yaptiklar1 caligma ise kesikli ve siirekli kiiltiir ortaminda
oldugu i¢in bu calismada bulunanlardan farkli sonuglar alinmistir. Ancak her iki
arastirmada da K. marxianus var. marxianus’ta pseudohifsel farklilasma gozlenmistir.

Bu arastirmada Kluyveromyces tiirlerinin normal veya azotsuz ortamlarda
oldugu gibi c¢esitli organik alkollerde iiremeleri sirasinda da glikojen ve trehaloz
biriktirebildigi belirlendi. Sonuglara gore Kluyveromyces tiirlerinin, glikojen ve trehaloz
birikimi agisindan her bir ortama verdikleri tepkinin, dolayisiyla biriktirilen glikojen ve
trehaloz miktarinin tiire gére degistigi sdylenebilir.

Calismamizda kullanilan bu 6zel tireme ortamlarinin tiimii dikkate alindiginda
azot igeriklerinin olduk¢a az oldugu bilinmektedir. S. cerevisiae’nin azotun sinirh
oldugu durumlarda bizim buldugumuz sonuglarla tamamen zit olarak calisan bir
pseudohifsel farklilasma ve depo karbonhidrat metabolizmast oldugu bilinmektedir

(Versele ve ark. 2001, Gagiano ve ark. 2002).
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S. cerevisiae’de azot agliginda glikojen ve trehaloz metabolizmalar1 ¢alismakta
dolayistyla bu karbonhidratlarin birikimi olmaktadir. cAMP sentezinin azalmasi ve
buna bagli olarak PKA’nin inaktiflesmesi ile glikojen ve trehaloz sentezlenir. Bu
nedenle pseudohifsel farklilasma yolu c¢alismaz ve filament olusumu go6zlenmez
(Versele ve ark. 2001). Bizim elde ettigimiz sonuglarin da bu yonde olmasi
beklenmekteydi, ancak filament olusumu ve glikojen birikiminin ayni ortamda ve ayni
zamanda olmas1 bu metabolizmalarin Kluyveromyces tiirlerinde S. cerevisiae’den farkl
olarak isledigini gostermektedir. S. cerevisiae ile benzer bir trehaloz metabolizmasi
isleyisinden bahsedilebilir.

Bu caligmadan elde edilen sonuglara goére biyoteknolojide ¢esitli kullanim
alanlar1 olan maya tiirlerini igeren Kluyveromyces’te azot eksikligi ve 1s1 soku gibi
fizyolojik streslerin etkisiyle glikojen ve trehaloz biyosentezinin arttigr belirlendi.
Ozellikle trehaloz seviyelerinin artmasi biyoendiistride siit {iriinlerinin hazirlanmasinda
kullanilan Kluyveromyces tiirlerine olumsuz gevresel degisimlere kars1 bir koruyuculuk,
tolerans saglayacaktir. Calismamizda ayrica Kluyveromyces tiirlerinde pseudohifsel
tiremenin azot eksikligi sinyalleri ile uyarildigi, SLAD ve SLAD ortamina ilave edilen
biitanol ve isopropanol alkolleri ile dallanmanmis hiicrelerden olusan pseudohiflerin
olustugu ve bu ortamlarda glikojen depolayabildikleri belirlendi.

Bu c¢alismada Kluyveromyces tiirlerinin gesitli fizyolojik streslerde glikojen ve
trehaloz metabolizmalar arastirildi. Ancak K/uyveromyces tiirlerinde bu metabolizmada
gbrev yapan gen veya genler tam olarak belirlenmedigi, ayrica azot eksikligi, 1s1 soku ve
ozmotik sok sirasinda hangi genlerin aktif oldugu bilinmedigi i¢in bu g¢aligmanin
devami olarak Kluyveromyces tiirlerinde glikojen ve trehaloz metabolizmasi ile ilgili
genlerin belirlenmesine yonelik arastirmalar planlanabilir. Bu ¢alismada uygulanan stres
sartlarina ek olarak Kl/uyveromyces tiirlerinin iireme ortaminda diger bazi minerallerin
eksikliklerine olan toleransi veya etanol toleransi arastirilabilir. Ayrica Kluyveromyces
tirlerinde pseudohifsel farklilagmaya neden olan genler heniiz bilinmediginden bu

mekanizmayla ilgili genlerin belirlenmesi amaciyla daha ileri caligmalar planlanabilir.
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EK. 1. Arastirmada Kullamlan Ureme Ortamlar1 ve Cesitli Cozeltilerin

Hazirlanmasi

1. YP (Yeast Extract, Pepton)

YP siv1 lireme ortami i¢in 10 gr maya oziitii 20 gr pepton toplam hacim 1 litre
olacak sekilde distile suda ¢oziildii. Otoklavda 121 °C’de 25 dakika steril edildi. YP
petrileri i¢in YP ortamina 20 gr/l olacak sekilde agar agar eklendi.

2. Stok Glukoz, Laktoz ve Gliserol Cozeltileri

Glukoz, laktoz ve gliserol %20 (w/v) olacak sekilde distile suda hazirland1 ve
otoklavda steril edildi. Sterilizasyondan sonra YPD ortami i¢in stok glukoz
cOzeltisinden son konsantrasyon %?2 olacak sekilde glukoz eklendi. YPL i¢in stok laktoz
cozeltisinden son konsantrasyon %2 olacak sekilde laktoz ilave edildi. YPG i¢in ise stok

gliserol ¢ozeltisinden son konsantrasyon %2 olacak sekilde gliserol eklendi.

3. YNB (Yeast Nitrogen Base)

YNB sivi ortami i¢in 1.7 gr YNB (azotsuz ve aminoasitsiz), 5 gr amonyum
stilfat toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda ¢oziildii. Otoklavda steril edildi.
YNB petrileri i¢in 20 gr/l olacak sekilde agar agar eklendi. Sterilizasyondan sonra YNB
ortamina karbon kaynagi olarak steril %20°’lik glukoz ¢6zeltisinden son konsantrasyonu

%?2 olacak sekilde glukoz eklendi.

4. SLAD (Synthetic Low Ammonium Dextrose)

SLAD sivi ortami i¢in 1.7 gr YNB (azotsuz ve aminoasitsiz), 100 mM amonyum
siilfat stogundan 500 pul amonyum siilfat toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda
¢oziildii. Otoklavda steril edildi. Sterilizasyondan sonra SLAD ortamina karbon kaynag:
olarak steril %20’lik glukoz ¢ozeltisinden son konsantrasyon %2 olacak sekilde glukoz

ilave edildi.

5. Lugol Cozeltisi
1.5 gr potasyum iyodiir ve 0.5 gr iyot 100 ml distile suda ¢oziildii.
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6. Azotsuz YN Ortam

YN sivi ortami hazirlamak icin 1.7 gr YNB (azotsuz ve aminoasitsiz) 1 litre
distile suda ¢o6ziildii. Otolavda steril edildi. YN petrileri i¢in 20 gr/l olacak sekilde agar
agar ilave edildi. Sterilizasyondan sonra %20’lik steril stok glukoz ¢ozeltisinden son

konsantrasyon %2 olacak sekilde glukoz eklendi.

7. 0.25 M Na,CO; Cozeltisi
0.25 M Na,COs; ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 2.65 gr Na,CO3 toplam hacim 100 ml
olacak sekilde distile suda ¢6ziildii. Otoklavda steril edildi.

8. 1 M Asetik Asit Cozeltisi
1 M asetik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in %80’lik asetik asit stok ¢ozeltisinden
(d= 60.05gr/ml) 7.16 ml asetik asit alinarak toplam hacim 100 ml olacak sekilde steril

distile suda ¢ozildii.

9. 0.2 M Sodyum Asetat Cozeltisi
0.2 M sodyum asetat ¢ozeltisi i¢in 2.722 gr sodyum asetat toplam hacim 100 ml
olcak sekilde distile suda ¢oziildii. Otoklavda steril edildi.

10. a-Amiloglukosidaz (Sigma A-7420)
a-Amiloglukosidaz liyofilize enzim olarak satin alindi. Kullanilmadan once
taze olarak 0.0015 gr a-amiloglukosidaz steril 150 pl 0.2 M sodyum asetat ¢ozeltisinde

¢oOziilerek hazirlandi.

11. Trehalaz (Sigma T-8778)
Direkt olarak 3 mU/reaksiyon olacak sekilde stok enzim c¢ozeltisinden

kullanildi. Deneyler siiresince —20 °C’de sakland.

12. Glukoz-Oksidaz-Peroksidaz
Thermo Trace (Australia) firmasinda iiretilen glukoz Olglim kiti, {retici

tarafindan agiklandig1 sekilde kullanildi. Deneyler siiresince +4 °C’de saklandi.
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13. 5 M NaCl Cozeltisi
292.5 gr NaCl toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda ¢oziildii.

121 °C’de 25 dakika steril edildi. Ureme ortamima son konsantrasyon 0.8 M olacak

sekilde ilave edildi.

14. Biitanol ve Iso-propanol
Biitanol ve Iso-propanol % 96’lik stoklar olarak satin alindi. Iso-propanol ve

biitanol son konsantrasyonlar1 %1 olacak sekilde direkt olarak stok c¢ozeltiden alinip

ureme ortamlarina eklendi.
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