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Trehaloz ve glikojen bakteri, maya, bitki ve boceklerin bulundugu yaygin
organizma gruplarinda yer alan depo karbonhidratlaridir. Bu glikoz depolari
glikolitik akisin kontroliinde de diizenleyici olarak rol oynamaktadirlar. Aslinda
trehaloz ve glikojen c¢esitli cevresel stres sartlarina cevapta, hiicresel igerigi
korumak amagli biriktirilmektedirler.

Bu c¢alismada, C. albicans, C. rugosa, M. fructicola, P. stipitis, Y.
lipolytica, Z. bailii, Z. rouxii ve S.cerevisiae gibi maya suslarinin trehaloz ve
glikojen igerikleri besinsel stres, oksidatif stres, sicak sok ve metal stresi gibi
farkli stres kosullar1 altinda incelenmistir. Bu maya suslarinin stres kosullarina
cevap olarak, trehaloz ve glikojen igerikleri ile ilgili benzerlikler ve farkliliklar
belirlenmistir. Ozellikle sicaklik stresinde mayalarda trehaloz ve glikojenin
onemli derecede biriktigi gozlenmistir. Tiim stres kosullarinda C. rugosa’nin
yiiksek seviyede glikojen biriktirdigi bulunmustur. C. rugosa, C. albicans, S.
cerevisiae’nin TPS1 ve GSY1 gen anlatim profilleri RT-PZR yontemi ile
belirlenmistir. Enzimatik yontem ile belirlenen trehaloz ve glikojen birikimi,
molekiiler teknikle karsilagtirilmistir. C. albicans’in GSY1 gen anlatiminin
kadmiyum stresinde stressiz kosula gore 78,13 kat fazla oldugu gosterilmistir.
Aragtirmada kullanilan maya tiirlerinde pseudohifsel gelisim ile depo
karbonhidratlar1 olan trehaloz ve glikojen metabolizmasi arasinda bir metabolik
baglant1 olup olmadig1 biyokimyasal yontemle incelenmistir. Pseudohifsel gelisim
zaman aralikli olarak mikroskobik yontem ile izlenmistir. Bu calismada aymi
zamanda vajenden izole edilen izolatlar C. glabrata olarak dizi analizi yontemi ile
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Maya, stres, trehaloz, glikojen, RT-PZR, dizi analizi
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Trehalose and glycogen are common carbohydrates in many organisms
including bacteria, yeasts, plants and invertebrates. These glucose stores also have
a regulatory role in the control of glycolytic flux. Infact, trehalose and glycogen
accumulate in response to various environmental stress conditions to protect
cellular components.

In this study, the trehalose and glycogen contents of C. albicans, C. rugosa,
M. fructicola, P. stipitis, Y. lipolytica, Z. bailii, Z. rouxii and S. cerevisiae were
investigated in response to different stress condition such as nutritional stress,
oxidative stress, heat shock and metal stress. There were similarities and
differences between these yeast species in response to stress conditions regarding
their trehalose and glycogen contents. It is found that the heat shock results in a
significant level of glycogen and trehalose accumulation in these yeasts.
Moreover, high levels of glycogen accumulations were detected in C. rugosa in
response to all stress conditions. It is determined expression of TPS1 and GSY1 in
C. rugosa, C. albicans, S. cerevisiae with RT-PZR. Accumulation of trehalose
and glycogen, which was determined by enzymatic methods was compared with
that determined by molecular techniques. C. albicans GSY1 is induced (78,13) by
cadmium stress according to stress-free condition. In this research, possible
metabolic connections between pseudohypeal development and reserve
carbohydrate metabolism are investigated by biochemical methods in yeasts used
in this research. Pseudohypeal development was followed microscopically in
different time intervals. In addition, we have also identified the species at yeast
samples obtained from vagina as C.glabrata with sequencing analysis.

Keywords: Yeast, stress, trehalose, glycogen, RT-PCR, sequencing analysis
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1.GIRIS

Trehaloz ve glikojen bitki, bocek, bakteri ve mayalarda yaygin sekilde
bulunan depo karbonhidratlar1 olup ¢evresel kosullara bagli olarak organizmanin
kuru agirhiginin yaklasik % 25’ini olusturmaktadirlar (Parrou ve ark., 1997).
Glikojen lineer zincirli glukoz birimlerinin a-(1-4) bagiyla baglanmasiyla olusan
bir polisakkarittir. Trehaloz ise iki glukozun a-(1-1) bagiyla baglanmasiyla olusan
bir disakkarittir (Frangois ve ark., 1997).

Trehaloz ve glikojenin gorevleri canlilar arasinda farklilik gdstermekte
olup; trehaloz diisiik yapili organizmalarda gelisimin belli asamalarinda enerji
kaynag1 olarak rol oynarken Mikobakterilerde glikolipidlerin yapisinda yapisal
komponent olarak, ayni zamanda cesitli boceklerin ucuslarinda enerji kaynagi
olarak gorev yapmaktadir. Yeniden canlanabilen yani tamamen kuruduktan sonra
normal aktivitesine donebilen bitki Selaginella’nin da kuru agirliginda % 12.5
trehaloz ve % 1.5 sukroz igerdigi gozlenmistir (Richards ve ark., 2002, Schiraldi
ve ark., 2002). Bu karbonhidratlar a¢lik durumundaki hiicrelerde, sporlanan
hiicrelerde, sporlarin ¢imlenmesinde, duragan fazdaki vejatatif hiicrelerde, karbon
ve enerji kisitlamasinda, mitotik hiicreye gecislerde, yasam dongiisiinde 6nemli

karbon ve enerji rezervi olarak kullanilmaktadirlar (Lillie ve Pringle, 1980) .

Trehaloz seviyeleri zor kosullar altinda hayatta kalabilen hiicreler ile
iligkilendirildiginde, bu etkilerin strese dayaniklilikta 6nemli oldugu in vivo
olarak gosterilmistir (Singer ve Lindquist, 1998; Riberio ve ark., 1999).
Baslangigta sadece stok karbonhidratlar olarak bilinen trehaloz ve glikojenin daha
sonra yapilan calismalarda yiiksek seviyede hidroksil grubu igerdikleri igin
dehidratasyon, sicak sok, osmotik stres, azot ve silfiir achigi gibi stres
kosullarinda da biriktigi ve bu kosullara kars1 organizmay1 korudugu gézlenmistir.
Boylece trehaloz ve glikojenin organizmada stok karbonhidrat olmaktan ¢ok
strese karsi koruyucu olarak rol oynadiklar1 ortaya konmustur (Elbein ve ark.,
2003). Bunun yanisira mayalarda depo karbonhidratlarin birikimi ile glikolitik yol
arasinda bir iligki oldugu bilinmektedir (Frangois ve ark., 2012).
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Maya hiicreleri, bir polisakkarit olan glikojeni ve bir disakkarit olan
trehalozu sentezleyebilir ve hidroliz edebilirler. Maya hiicrelerinin fizyolojik
durumu, ilireme asamalar1 ve ilireme ortamlarina gore trehaloz ve glikojenin
hiicredeki miktarlar1 cok degiskenlik gostermektedir (Lillie ve Pringle, 1980). Her
iki depo karbonhidratin biyosentezi ve yikimi ile ilgili metabolik yollar S.

cerevisiae’da oldukga 1yi1 belirlenmistir (Frangois ve Parrou, 2000).

Ortam kosullarinin {ireme i¢in olumsuz olmasi maya hiicrelerinde
alternatif farklilagsmalara neden olabilmektedir. Maya hiicrelerinde goriilen bu
farklilagmalar diploidler i¢in pseudohifsel, haploidler i¢in ise invaziv farklilasma
olarak adlandirilmakta ve genellikle azot agliginin neden oldugu bircok sinyal
iletim yolunun etkisi ile ortaya c¢ikmaktadir (Gagiano ve ark., 2002). S.
cerevisiae’da pseudohifsel farklilasma iki farkli sinyal iletim yolunun birlikte
calismasi ile olugsmaktadir. Bu yollar, siklik AMP’ye bagimli protein kinaz yolu
(cAMP-PKA) ve mitojen aktivasyonlu protein kinaz (MAPK) yoludur.
Pseudohifsel iiremenin kontrol mekanizmalar1 S. cerevisiae ve bazi maya

tiirlerinde ¢ok iyi bilinmektedir (Gagiano ve ark., 2002).

Bu calismada farkli endiistriyel alanlarda kullanmilan Candida albicans,
Candida rugosa, Metschnikowia fructicola, Pichia stipitis, Yarrowia lipolytica,
Zygosaccharomyces bailii, Zygosaccharomyces rouxii ve Saccharomyces
cerevisiae suslarinin farkli stres kosullar1 altinda trehaloz ve glikojen iiretim
potansiyellerinin enzimatik yontem ile arastirilmasi amaglanmistir. Yapilan stres
deneyleri sonucunda yiiksek trehaloz ve glikojen birikimi gdsteren C. rugosa’nin
bu potansiyeli kontrol suslar olarak S. cerevisie ve C. albicans ile gercek zamanl
polimerizasyon zincir reaksiyonlart (RT-PZR) yontemi kullanilarak mRNA

seviyesinde belirlenmeye ¢alisilmistir.

Azot agligr stresinin farkli maya hiicrelerinde alternatif farklilagsmaya
(pseudohifsel gelisme) yol acip agmadigi belirlenmeye ¢alisilmis ve bu maya
suslarinda pseudohifsel gelismenin trehaloz ve glikojen metabolizmasina etkisinin
enzimatik yontemle arastirilmasi amaclanmistir. Ayrica vajenden izole edilen

maya suslar1 genetik olarak tanimlanmaya calisilmistir.
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1.1.Mayalarin Fizyolojisi ve Genetigi

1.1.1.Mayalarn fizyolojisi

Temel olarak bir hiicreli mantarlar olarak tanimlanan mayalar, her ne
kadar misel olusturabiliyorlarsa da kiiflerden tek hiicreli oluslari, bakterilerden ise
hiicrelerinin daha biiyliik olmasit ve oval, uzun, eliptik veya yuvarlak hiicre
sekilleri ile bolinme esnasindaki tomurcuklanmalar1 sayesinde ayrilirlar.
Boyutlari, tiirlere ve kiltir kosullarina baglh olarak 2-50pum arasinda
degismektedir. Mayalarin hiicre duvari, hiicrelerin plazma membranini distan
saran bir ortli olup hiicre kuru agirliginin % 15-30’unu olusturmaktadir (Warren

ve Hazen, 1995).

Biiyiik cogunlugunu glukan ve mannan gibi polisakkaritlerin olusturdugu
hiicre duvarimin kiigiik bir ylizdesini ise kitin olusturmaktadir. Hiicre duvarinin
diger komponentleri proteinler, lipidler ve inorganik fosfattir. Duvar yapisinda
major kompanent olan B-glukanlar hiicre duvarmmin dayanikliligini saglarlar.
Hiicre duvar1 B-1,3 glukan ve kitin tabasi halinde olup bu tabakanin dis yiizeyine
mannoproteinler yapismigtir. Mannoproteinler hiicre gecirgenliginde ©6nem
tagimaktadir. Kitin N-asetilglukozamin’in bir polimeridir ve maya hiicre duvarinin
yalmzeca % 2-4 kadarmi olusturmaktadir. Kitin mayalarda genellikle
tomurcuklanma izi ¢evresinde lokalize olmaktadir. C. ablicans gibi pseudohifsel
gelisim gosteren bazi mayalarda hiicre duvar muhtevasinda kitin miktar1 fazladir.
Baz1 maya tiirlerinde de kitin bulunmamaktadir (Walker, 1998; Yigit ve Benli,
2005).

Mayalar, birbirinden ayrilmasini saglayan eseyli lireme bi¢imleri, yapilari,
yasam dongiileri ve bazi fizyolojik o6zelliklerine gore siniflandirilmaktadirlar.
Eseyli iiremesi saptanmayan mantarlarin tiimii Deuterumycota (Fungi imperfecti)
siifinda incelenirken, eseyli iiremeleri saptanan mayalar ise Ascomycota ve
Basidiomycota smiflarinda incelenirler. Mayalarin subdivisyolar1 ise onlarin
seksiiel durumlarma bagli olarak farklilik gostermekte olup daha diisiik

filogenetik kategoriler ise morfolojik, fizyolojik ve genetik karakteristiklere bagh
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olarak degismektedir (Dixon ve Fromtling, 1995). Mayalarda eseysiz (vejatatif)
ve eseyli olmak lizere iki farkli sekilde iireme goriilmektedir. Tomurcuklanma
mayalarda goriilen en yaygin vejatatif tireme seklidir. Tomurcuklanma olayinda
genel olarak, olaymn baslangi¢ noktasi ana hiicrenin kritik biiytikliige ulagmasidir
ve bu durum DNA sentezinin tamamlanmasi1 zamanima denk gelmektedir. DNA
replikasyonunu takiben turgor basincinin yarattigi gerilim ile ana hiicre duvariin
belli bir bolgesinde zayiflama meydana gelmekte ve bu bolgeye glukan, kitin
sentaz gibi enzimler tarafindan sentezlenen yeni hiicre duvari1 materyallerini iceren
sitoplazmik materyal toplanmaktadir. Tomurcuklanmada, hiicre duvari sentez
enzimleri, aktin bagiml salg1 bezleri ve plazma membraninda yer alan spesifik
boliinme reseptorleri anahtar rol oynamaktadir. Dairesel formda bulunan kitin, N-
asetilglukozamin polimeri olup ana hiicre ile tomurcuk arasinda birlesme
noktasinda bulunmaktadir. Kitin halkalari, hiicre bdoliinmesinden sonra
karakteristik tomurcuklanma izi seklinde goriilmektedir. Yeni bir hiicre meydana
gelmeye bagladigi zaman, olusan tomurcuk ana hiicreden tamamen ayrilana dek
hiicre ylizeyinde bir kalint1 seklinde goriilmektedir. Diger bir deyisle
tomurcuklanma olayinda ana hiicre duvari ¢ok fazla biiyiimemektedir. Ana hiicre
ve yavru hiicre duvarlar gelisim boyunca bitisik bulunmaktadir. Bu arada 6nce
mitoz tamamlanir, ardindan yeni hiicrenin niikleus ve organelleri tomurcuk
igerisine go¢ eder, daha sonra ana hiicre ve yeni hiicre arasinda gegit (septum)
olugsmak sureti ile sitokinez meydana gelir. Olusan yavru hiicreye blastokonidyum
denir. Mayalarin ¢ogunda, Saccharomyces tiirlerinde goriildiigii gibi, multilateral
tomurcuklanma goriilmektedir. Bu tomurcuklanma {iremede tomurcuklarin ana
hiicre yiizeyinin lizerinde genis bir alan isgal ettigi 6zel bir tip hiicre boliinmesidir.
Hanseniaspora tirleri ise bipolar tomurcuklanma gosterirler ki bu tip
tomurcuklanmada tomurcuklar ana hiicrenin sadece kutup noktalarinda

olusmaktadir (Walker, 1998; Mutlu ve ark., 1999).

Schizosaccharomyces sp. gibi mayalarda filizyon ile boliinme;
memelilerdeki hiicrelerin iki esit parcaya ayrilmasi, kirilma olayinin analogu olan
hiicrede septum olusumuyla gerceklesmektedir. Yeni olusan esit biiyiikliikteki
yavru hiicreler yaklasik 8um uzunlugunda olup uzunlamasina gelismektedir. S.

pombe’de hiicrede septum olusumu ve sitokinez olayi, hiicrenin ekvatoral
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diizleminde hiicre duvar1 degisiklikleri ve hiicre iskeleti elementlerin (aktin
fiberleri ve sitoplazmik mikrotiibiiller) yeniden diizenlenmeleri ile yakin iliskilidir

(Walker, 1998).

Flamentli gelisim ¢esitli maya tiplerinde goriilmekte olup, tomurcuklanma
ve flizyon ile gerceklesen vejetatif cogalma tiplerinin alternatifi olarak
degerlendirilmektedir (Mutlu ve ark., 1999). Filamentler gercek (septa) hif ve
pseudohif olmak iizere ikiye ayrilir. Cesitli mayalar baslangicta germ tiipiinden
koken alarak gergek hifler olusturmak sureti ile gelisim egilimindeyken (6rnegin
C. albicans), digerleri 6zellikle olumsuz kosullar altinda pseudohif olusturarak
gelisim  gostermektedirler (6rnegin  S. cerevisiae). Mayalarda hifsel ve
pseudohifsel gelisim farkli metabolik yollar ile temsil edilmektedirler. Mayalarda
gbzlenen flamentasyon olayi, gelisim kosullar1 daha uygun hale geldiginde tersinir
Ozelliktedir. Bu nedenle mayalarda goriilen flemantasyon olaymin besinsel agidan

sikintil ortamlara adaptasyonu temsil ettigi kabul edilmektedir (Walker, 1998).

Bir¢cok maya seksiiel iireme yetisine sahip olmakla birlikte, eslesme tipleri
adi verilen iki farkli hiicre formuna sahiptirler. Zit tiplerin eslesmesi sonucu
diploit hiicre olusur. S. cerevisiae’nin a ve o olarak adlandirilan iki ¢iftlesme tipi
vardir. S. cerevisiae nin kromozomlarinin birinin tizerinde MAT lokusunda a veya
o bulunabilir, bunlardan birinin bulunmasina bagli olarak maya o eslesme tipine
sahip olmaktadir. a ve a genleri regiilator genler olup a ve a faktori
salgilamaktadir. Iki tip ciftlesme faktdriiniin reseptdrlere bagh molekiilleri,
hiicrelerin igine girmeksizin iki hiicrenin birbirine dogru biiylimesine ve baska
hiicresel degisikliklerin ortaya cikmasimna neden olmaktadir. Sonug¢ olarak zit
tipteki iki hiicre birbiri ile kaynagsmakta ve diploit zigot olugsmaktadir. Zigot
mayozla haploit vejatatif forma  doniistliriilerek yasam  dongiisiini

tamamlamaktadir (Klar, 2010).

Karasal ve sucul ortamlar ile havadan izole edilebilen mayalarin en yaygin
habitatlar1 bitkilerdir. Kemoorganotrofik olan mayalar, organik karbona ihtiya¢
duymaktadirlar. Oldukga farkli olan karbon kaynaklari sekerler, polyoller, organik
asitler ve yag asitleri, alifatik alkoller, hidrokarbonlar ve c¢esitli heterosiklik ve

polimerik bilesiklerdir. Hareketsiz olan mayalar tasinim igin aerosollere,
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hayvansal vektorlere ve insan aktivitesine gereksinim duymaktadirlar. Dogal
habitatlar1 disinda mayalar insan yapimi ¢evrelerde yaygin olarak bulunmaktadir.
Ornegin S. cerevisiae saraphanelerin yiizeyine kolonize olmus olup, hastanelerde
bir¢ok firsatc1 Candida sp. bulunmaktadir. Mayalar besinsel ¢evreleri ile dinamik
etkilesim halindedir. Bir¢ok maya polimorfik olarak kabul edilmektedir ve
ortamdaki besinlerden faydalanabilmek i¢in sekil degisikligi yaparak filament
olusturabilmektedirler (Walker, 1998).

Mayalar genellikle 20-30 °C’de gelismektedirler. Psikrofil mayalar 12-15
°C’de gelisirken termofilik Kluyveromyces marxianus tirleri 52 °C’de
gelismektedir. Maksimum gelisme sicakliklarr sadece tiire bagli olmayip karbon
kaynagi, oksijeni kullanim kapasitesi, su potansiyeli ve ethanol varligr gibi
gelisme sartlarina da baglidir. Biyoteknolojide en c¢ok kullanilan mayalar
mezofiliktir (Deak ve Beuchat, 1996). Mayalar metabolizmalar1 i¢in yiiksek su
konsantrasyonuna gereksinim duymaktadirlar. Su aktivitesi (a,) suyun potansiyel
enerjisi olarak tarif edilmekte ve ¢Oziinmis maddelerden mayalarin
yaralanabildigi su olarak da bilinmektedir. Zygosaccharomyces rouxii, Candida
mogii, Metschnikowia bicuspidata gibi bazi mayalar diisiik su aktivitesi sartlarina
uyum gosterme yeteneginde olup bu mayalar osmotolerant olarak
tanimlanmaktadirlar (Tokouka ve ark., 1985; Walker, 1998; Senses ve Ozbas,
2004).

Mayalarla iligkili diger bir fiziksel gelisim gereksinimi pH’dir. Mayalarin
bircogu pH 4.5-6.5 arasinda iyi gelismektedir. pH’nin mayalar {izerindeki
fizyolojik etkileri hala tam olarak anlasilamamistir. Genel kani, yaklasik 6.5 olan
sabit hiicre i¢i pH’ya karsilik plazma membraninin diger tarafina gegmeye meyilli
bir protonun varliginin maya i¢in hayati 6nemi oldugudur. Cevre pH’s1 mayalarin
1s1 toleranst ve kimyasal bilesenlere karsi dayanikliliklari gibi diger fizyolojik

davraniglarini 6nemli dl¢iide etkilemektedir (Pitt ve Hocking, 1997).

1.1.2.Calismada kullanilan maya tiirlerinin fizyolojisi ve kullanim alanlar

Candida albicans; dogada sik ratlanan ve viicudumuzda normal flora liyesi

olarak yer alan, dimorfik, firsat¢1 patojendir. Deuteromycetes smifi igerisinde yer
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alip vejatatif olarak iiremektedir. Farkli ¢evresel kosullarda farkli morfolojik
formlar sergilemekte olup genellikle oval veya dairesel bir forma sahiptirler.
Tomurcuklanma ile {iirediklerinde tomurcuklar birbirinden ayrilmadan uzayip
aralarinda bogum bulunduran ve pseudohif adi verilen hiicre zincirleri
olusturabilmektedir. Ayn1 zamanda olusturabildikleri ¢imlenme borusu (germ
tiip); C. albicans’in tanimlanmasinda kullanilan 6nemli kriterlerden biridir. C.
albicans maya formundan hif formuna gegerken hiicre duvarinin kitin igeriginde
artis gozlenmektedir. Candida hiicre membran1 diger dkaryot hiicrelere benzer
sekilde sterol icermektedir. Sterol igerigi ergosterol ve zimosterol olup ergosterol
antifungal ilaglar i¢in 6nemli hedeftir. C. albicans model patojenik maya olup
genellikle mukozal ylizeylerde geliserek kandidiyazis adi verilen bir¢ok
infeksiyonlara neden olmaktadir. C. albicans genis virulans faktdrlerine sahiptir.
Bu faktorler konak direng mekanizmalarina karsi koyabilmekte, yaniltabilmekte,
agir hasar verebilmekte veya bu mekanizmalar1 inaktive edebilmektedir. C.
albicans'n sahip oldugu virulans faktorleri sebep oldugu infeksiyonun tipi,
sathasi, infeksiyon bolgesi ve konak cevabinin dogasina gore ekspres
edilmektedir. Virulans faktorleri ile C. albicans sahip oldugu mikrobiyal flora ile
rekabet ederek farkli konak bolgelerinde yaygin infeksiyonlara neden olan ciddi
bir patojen olarak ortaya ¢ikmaktadir (Molero ve ark., 1998; Abaci ve Haliki,
2004; Walker, 1998).

Candida rugosa; Deutromycotina smifi igerisinde yer almaktadir.
Yuvarlak sekilli olup tomurcuklanma ile iirer ve pseudohif olusturmaktadir.
Dogada genis yayilim gostermekle birlikte Ozellikle siit {riinlerinde
bulunmaktadirlar. Daha dnceleri kandidemiye sadece C. albicans 1in sebep oldugu
diisiiniilmekte iken daha sonra yapilan ¢aligmalar sonucunda vakalarin yaklagik
beste birinde C. rugosa tanimlanmustir. Ozellikle yaniklarda enfeksiyona sebep
oldugu bilinmektedir (Dib ve ark., 1996). C. rugosa ile ilgili yapilan ¢aligmalar
cogunlukla lipaz iiretimi iizerinedir. C. rugosa tarafindan iiretilen lipaz endiistriyel
olarak kullanilmaktadir. Yiiksek hidroliz ve sentez aktiviteleri nedeni ile birgok
stirecte tercih edilen bu mayanin, Japon sirketler tarafindan Ricinus communis’dan

yag asiti liretmek tlizere kullanimi 1985’°e dayanmaktadir (Vakhlu, 2006).
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Metschnikowia fructicola;, Ascomycotina smifi igerisinde yer almaktadir.
Hiicreler kiiresel ve 3-7 x 4-8 um boyutundadir. Multipolar tomurcuklanma
gostermekte ve her hiicreden 1-3 tomurcuk olusmaktadir. Kiiresel kalin duvarl
klamidospor benzeri ‘pulcherrima’ hiicreleri yaygindir. Pulcherrimin adi verilen
pigmentleri Yeast Malt Agar besi ortaminda ve % 5 NaCl konsantrasyonunda
iiretilmektedir. Pseudohif olusumu gériilmemektedir. Ozellikle iiziim, ¢ilek, kiraz
ve havug gibi bircok meyvede hasat sonrasi gelisen fungal patojenlere karsi
biyolojik kontrol ajani olarak kullanilmakta olup bu konu ile ilgili yapilmis ¢ok
sayida ¢alisma bulunmaktadir (Kurtzman ve Droby, 2001; Liu ve ark., 2011;
Walker, 1998).

Yarrowia lipolitica; Ascomycotina siifinda yer almaktadir. Maya
formundan hif formuna gecebilen, dikkat c¢ekici dimorfik bir mayadir.
Pseudohifsel farklilasma gostermektedir. Y. lipolitica’nin topraktan, tarimsal ve
endiistriyel atiklardan, yag ve protein iceren materyallerden izole edildigi
bilinmektedir. Bu tiiriin proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahip olmasi nedeni ile
peynirden de izole edildigi bilinmektedir. Peynirden izole edilmesinin diger bir
nedeni ise 5-10 °C arahiginda da gelisme gosterebilmesidir. Tasidigi bazi
fizyolojik Ozelliklere bagli olarak biyoteknolojik agidan Onemli bir mayadir.
Proteaz ve lipaz aktivitesine sahip olup, hidrokarbonlar1 kullanabilme
yetenegindedir. Farkli karbon kaynaklarindan sitrik asit, izositrik asit, o-
ketoglutarik asit ve piirivik asit gibi biyoteknolojik ac¢idan onemli karboksilik
asitleri {lretebildigi bilinmektedir. Heterolog proteinlerin ekspirasyonu igin
potansiyel konak¢i olarak kullanilmaktadir (Barth ve Gaillardin, 1996; Flores ve
ark., 2011 ).

Pichia stipitis; Ascomycotina sinifinda yer almaktadir. Dairesel veya oval
seklinde olan hiicreler tomurcuklanarak tiremektedir. Ciirliyen tahtalardan ve
tahtalarda yerlesik bulunan bocek larvalarindan izole edilmektedir. Gelisme
sicakliklar1 25-37 °C arasinda degismektedir. Sekeri ve ksilozu fermente etme
yetenegindedir. Pichia stipitis ksilozu ve genis araliktaki sekerleri oldukga kisa bir

stirede yiiksek etanol verimiyle ksilitol {iretmeden etil alkole fermente
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edebildiginden dolay1 endiistriyel uygulamalarda ¢ok tercih edilmektedir. Aym
zamanda glukozu da metabolize etme yetenegi, Pichia stipitis’in lignoseliilozik
kaynakli ortamlarin degerlendirilmesinde iyi bir secenek olmasini saglamaktadir.
Bu ozelliklerinden dolay1 birgok biyoteknolojik ¢alismada kullanilmaktadir
(Agbogbo ve Coward-Kelly, 2008; Okur, 2007).

Zygosaccharomyces tirleri, Ascomycotina sinifinda yer almaktadirlar.
Kserotolerant mayalar olup yiiksek tuz ve seker konsantrasyonlarin da dahi
gelisebilmektedirler. Gida saklama yontemlerine dayanikli olmalarindan dolay1
gida bozulmalarina sebep olmaktadirlar. Zygosaccharomyces tiirleri, tamamen
oksijensiz ortamda gelisme yetenegine sahiptirler. Z. bailii koruyuculara karsi
direngli oldugundan gazli ve gazsiz alkolsiiz igecekler, meyve sulart ve
konsantrelerinin, regeller ile saraplarin bozulmasina neden olmaktadir. Bozulma
eksi tat, ¢okelti olusumu ve yiiksek basing olusumu seklinde kendini
gostermektedir. Glukoz, fruktoz ve siikrozun ayni ortamda bulunmasi durumunda
oncelikle fruktozu kullandig1 i¢in fruktofilik bir maya olarak tanimlanmaktadir.
Yiiksek karbondioksit basinct altinda bile fermentasyon yapmaya devam
edebilmektedir. Ozmofilik 06zelliginden dolayr meyvelerde dogal olarak
bulunmaktadir. Z. rouxii meyve konsantresi, recel ve kuru meyve gibi diigiik
nemli veya paketli lirlinlerde bozulmaya yol agabilmektedir. Z. bailii ile benzer
olan Ozellikleri yani sira diisilk kontaminasyon diizeyinde gelisebilmesi ve
koruyuculara kars1 gosterdigi yiiksek direng gibi farkli Ozellikleri de
bulunmaktadir. Stres kosullarina olduk¢a dayaniklidirlar (Rodrigues ve ark.,

2003; Senses ve Ozbas, 2004).

Saccharomyces cerevsiae; Kullanimi ¢ok eski tarihlere dayanan
Saccharomyces cerevisiae Ascomycotina smifi igerisinde yer almaktadir. Dairesel
veya elipsoid sekilli, tomurcuklanma ile iireyen S. cerevisiae Ozellikle insan
yapimu ¢evrelerde bulunmaktadir. Endiistride (bira, sarap, ekmek) yaygin olarak
kullanilmaktadir. S. cerevisiae kisa hayat dongiisii, haploid veya diploid olarak
bulunabilmesi, transformasyonunun kolay olmasi, iireme ortaminin ucuz ve basit

olmasi, patojenik veya toksik bir etkisinin olmamasi, endiistriyel bir
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mikroorganizma olmasi gibi nedenlerden dolayr Okaryotik molekiiler genetik
caligmalari i¢in uzun siiredir iyi bir model sistem olarak kullanilmaktadir (Boone

ve ark., 2007; Witt ve Flower, 2006; Sanz, 2007).

Saccharomyces cerevisiae (Aregl); Yiiksek glikojen birikiminin gorildigi
mutant S. cerevisiae susudur. Proteinlerin fosforilasyonu okaryotik hiicrelerde
post-transkripsiyonel mekanizma olarak bilinmektedir. Mayalarda yer alan protein
fosfataz 1 diizenleyici alt iinite Regl ve katalitik alt {inite Glc7 igermekte ve
bunlar S. cerevisiae’da glukoz baskilanmasinda rol oynamaktadir. Glukoz ve
fruktoz S. cerevisiae tarafindan tercih edilen birincil karbonhidratlar olmakla
birlikte lireme ortaminda yliksek oranlarda glukoz bulunmasi bir¢ok genin
transkripsiyonunu baskilamaktadir. Bu baskilanan genler ise alternatif karbon
kaynaklarmin kullanimi i¢in gerekli olan genler olup Reg/ mutant hiicrede glukoz
baskilanmasi ortadan kalkmakta ve hiicre yiikksek oranda glikojen

biriktirebilmektedir (Wilson ve ark., 2002).

Saccharomyces cerevisiae X1278b; Pseudohifsel gelismenin baskin olarak
goriildigi mutant sustur. Pseudohifsel gelisim hiicrenin stres cevabinin
baskilanmasi ile iliskili bir fenotiptir ve temel olarak belirli yol izlerinin aktivitesi
ile diizenlenmektedir. 271278b susunda bu yolaklardan Ras2 / cAMP (siklik-AMP)
hiperaktiftir (Lo ve Dranginis, 1998).

1.1.2.8. cerevisiae’nin temel genetik ozellikleri

Genom aragtirmalarinin doniim noktalarindan biri S. cerevisiae nin tiim
genom dizisinin belirlenmesidir. Bu projenin amaci yaygin olarak kullanilan
laboratuvar susu S288C’nin tiim niiklear genomunu dizilemek olup proje 1989’da
baslamis ve 1996‘da sonu¢lanmistir (Spingola ve ark., 1999; Garrels, 2002).

Nisan 1996’da sonuglanan tiim genom analizinde belirtildigi lizere S.
cerevisiae 200°den 2200 kilobaza kadar degisen biiyiikliiklerde 16 kromozom
icermekte ve kromozomal DNA’nin toplam dizisi 12.052 kilobaz olarak

bilinmektedir. Toplam 6.183 acik okuma cercevesinden (ORF) yaklasik olarak
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877’sinin yasam i¢in zorunlu oldugu 3121’inin ise olmadig1 bilinmektedir. Cok
hiicreli organizmalarin genomu ile karsilastirildiginda maya genomu oldukc¢a
sikistirilmistir. Maya genlerinin ortalama biiyiikligii 1.45 kb veya 483 kodon olup
kodon sayist 40’dan 4910’a kadar degismektedir. ORF’lerinin % 3.8’i intron
icermektedir. Bir¢ok Okaryotik genomun aksine maya genomu daha az intron
icermekte olup intronlar genellikle 5° uclarina lokalize olmus durumdadir.
Genlerinin yaklasik olarak % 30’u karakterize edilmis olup % 70’inin fonksiyonu
bilinmemektedir. Ribozomal RNA genleri 12. kromozoma yerlesmis olup
yaklagik olarak 100 tekrarli ardisik transkripsiyon birimlerini olusturmaktadir.
Herbiri 25S, 5.8S ve 18S rRNA ic¢in dizi icermektedir. Birimlerin sayis1 tiirler
arasinda olduk¢a fark gosterebilmektedir. S. cerevisiae 262 tRNA geni
icermektedir ve bunlardan 80’1 intronlara sahiptir. Kromozomlarinda
retrotranspozonlarda (Ty elementleri) bulundurmaktadir. Ty elementleri S.
cerevisiae'nin farkli suglarinda dahi sayr ve pozisyon olarak farklilik
gostermektedir. Maya mitokondriyal genomunun (mt genomu) sitokrom ¢ oksidaz
altiiniteleri 1, 2, 3 (cox!, cox2, cox3) ATP sentez altbirimleri 6, 8, 9 (atp6, atp$,
atp9); apositokrom b (cytb); ribozomal protein (varl); intron igeren bir¢ok
ORF’ler igerdigi bilinmektedir. Birgok S. cerevsiae tiirlinde 2-um dairesel pazmid
bulunmakta olup plazmid sadece kendi replikasyonundan sorumludur (Otero ve
ark., 2010; Sherman, 1991; Wodicka ve ark., 1997). Hemen hemen tim S.
cerevisiae suslar1 tim niikleik asitin % 0.1°1 kadar dsRNA viriisleri icermektedir.
RNA viriisleri L-A, L-BC ve M olmak iizere ii¢ aile icermektedir. M dsRNA
toksin kodlamakta, L-A kilif proteinlerini kodlamaktadir. S. cerevisiae ayni
zamanda 20S dairesel tek zincirli RNA icermektedir. Bu RNA ise RNA bagiml
RNA polimerazi kodlamaktadir (Ball ve ark., 1984).

1.2.Mayalarin izolasyonu ve Identifikasyonu

1.2.1.Mayalarin izolasyonu

Maya izolasyonu i¢in izolasyon yapilacak 6rnegin yogunlugu ve fiziksel

durumuna bagli olarak farkli yontemler kullanilmakta olup direkt ekim veya canl
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sayimi tercih edilen geleneksel yontemlerdir. Direkt ekim ydntemi ile maya
izolasyonu yapilacak olan Ornek direk kat1 besiyeri iizerine konularak
inkiibasyona birakilmaktadir. Dilusyon ekimi yonteminde ise g¢alisilacak Ornegi
temsil etmek iizere en az 3 tekrarli 6rnek alinmaktadir. i1k diliisyon drnegin tiiriine
bagli olarak manuel veya blender ya da homojenizator yardimi ile homojen hale
getirilmektedir. Genellikle baslangi¢ diliisyonu olarak 6rnek 10 kat seyreltilerek
kullanilmaktadir. Homojen halde elde edilen 6rnekler 10 veya 5 kati diliisyon ile
bir seri halinde seyreltilerek kiiltiir ortamina aktarilmaktadir. Genel amagl sayim
icin kullanilan besiyerine ekim yapmak iizere hazirlanan ornekler igin steril
peptonlu su (% 0.1) kullanilmaktadir. Genel yaklasim ise maksimum geri
kazanimi saglayabilmek i¢in, dilusyon sivisi ve sayim yapilacak su aktivitesinin
yaklasik degerlere ayarlanmasi yoniindedir (Deak ve Beuchat, 1996).

Yiizeye yayma (yayma plak) yontemi tercih edilen bir ekim yontemidir.
Dokme plak yontemi uygulandiginda agar ylizeyinin altinda kalan mayalar daha
yavag gelisirler ve daha hizli gelisen kolonilerin altinda kalabilirler. Bu nedenle
ylizeye yayma plak teknigi daha fazla koloni gelisimine izin vermektedir (Deak ve
Beuchat, 1996) .

Mayalarin tespiti, sayimmi ve identifikasyonu ig¢in ¢esitli besiyerleri
kullanilmaktadir. Genellikle kullanilan besiyerleri asidifiye besiyerleri (pH 3.5)
olup antibiyotik eklenmis besiyerleri de tercih edilmektedir (Cizelge 1).
Kullanilan  antibiyotikler;  oksitetrasiklin, klortetrasiklin,  kloromfenikol,
gentamisin ve streptomisin olarak bildirilmistir (Deak ve Beuchat, 1996).

Standart inkiibasyon prosediirii 25 °C’de 3-5 giin olarak bildirilmis olup
farkli ihtiyac gereksinimlerine gore siire ve sicaklik degistirilebilmektedir (Pitt ve

Hocking, 1997).
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Cizelge 1.1 Mayalarin izolasyonunda kullanilan besiyerleri

Besiyerinin Adi Kisa Adi
Oxytetracycline Glucose Yeast Extract Agar OGYA
Rose Bengal Chlortetracycline Agar RBCA
Dichloran Rose bengal chloramphenicol Agar DRBCA
Oxytetracycline Gentamicin Glucose Yeast Extract Agar OGGYA
Yeast extract glucose chloramphenicol agar YGCA
Tryptone glucose yeast extract chloramphenicol agar TGYC

1.2.2.Mayalarin klasik yontemlerle tanimlanmasi

Geleneksel identifikasyon prosediirleri vejatatif hiicrelerin mikroskobik ve
morfolojik 6zellikleri ve seksiiel iiremeleri agirlikli olmak {izere hiicre duvar
yapisl, septa ve sporlarinin incelenmesini igermektedir. Geleneksel identifikasyon
metodlarinin zahmetli olmasi, uzun siirelere ihtiya¢ duyulmasi, hassas laboratuvar
Olclimleri ve tecriibe gerektirmesi, baz1 basitlestirilmis teknikler ve ticari hizl
sistemlerin gelistirilmesine neden olmustur. Ozellikle tibbi dneme sahip mayalarin
konvansiyonel yontemlerle tanimlanmasi zaman alic1 ve yogun ¢aba gerektirdigi
i¢in bu ticari testler tercih edilmektedir. Bu sistemlerde mayalarin tiir diizeyine
kadar olan identifikasyonunda esas dayanak noktasi, karbonhidrat asimilasyonu
ve enzimatik reaksiyonlar temeline dayanan testleridir (Cizelge 2) (Inci ve ark.,
2012).

Testler tiirbidimetrik ya da kolorimetrik test prensiplerine gore caligmakta
olup, 24-48 saatlik taze kiiltiirler kullanilmaktadir. Inkiibasyon 24-72 saat arasinda
30 °C’de gergeklestirilmektedir. Bu testler uygulanirken 37 °C’de iireme, misel ve
artrospor olusumu ve kapsiil varlig1 gibi ek testlerin yapilmasi da onerilmektedir.
Sonu¢ olarak 5-10 aras1 numerik bir profil saptanmakta ve sonuclar veri

skalasinda aranmaktadir (Inci ve ark., 2012).
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Cizelge 1.2. Maya identifikasyonunda kullanilan ticari kitler

Ticari sistem Test Prensibi Tanimmladig:
Maya tiirii

Auxacolor 13 seker + 3 enzimatik + siklohekzimid 33 maya

API-20CAUX 19 seker asimilasyonu 43 maya

ID32C 24 seker asimilasyonu + 5 organik asit + 63 maya
siklohekzimid ve eskiilin

API Candida 5 seker asimilasyonu + 7 enzimatik 15 maya
reaksiyon

Micronaut Candida 8 kromojenik substrat + 14 seker 34 maya
asimilasyonu

Rapid Yeast Plus 5 seker asimilasyonu + 13 enzimatik 43 maya

(Innovative Diagnostic reaksiyon

System)

Fungichrom 7 seker asimilasyonu + 8 enzimatik 24 maya
reaksiyon + Aktidion direnci

1.2.3.Mayalarin molekiiler tekniklerle tanimlanmasi

Mayalar dogada yaygin olarak bulunan ¢esitli gidalarin  hem
iiretilmelerinde hem de bozulmalarinda 6nemli role sahip olan mikroorganizmalar
olup klinik 6neme sahiptirler. Ticari olarak kullanilan ve g¢esitli {riinlerin
bozulmasina sebep olan mayalarin tanimlanmalar1 ve tiirler aras1 farkliliklarin
ortaya konmasi iyi kalitede iiriin elde etmek amaci ile 6nemli oldugu gibi klinik
Ooneme sahip mayalarin hizli ve dogru bir sekilde tanimlanmalari, hastalarin hizli
ve etkili bir sekilde tedavisi agisindan onemlidir. Molekiiler taksonomi alaninda
yapilan ilk calismalarin ardindan tanimlamada; ribozomal RNA (rRNA) veya
tamamlayict molekiilii olan ribozomal DNA (rDNA)’daki belirli bolgelerin
hedeflendigi c¢esitli tekniklerin gelistirildikleri ve giiniimiizde de siklikla
kullanildiklar1 bilinmektedir. Filogenetik caligmalarda da kullanilan bu yontemler;
26S rDNA, 18S rDNA veya 18rDNA’daki ara bolgelerin (ITS1 ve ITS2)

tanimlanmasina yoneliktir. Gilinlimiizde, DNA baz dizi analizi caligmalari
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sonucunda olduk¢a fazla sayida veri bankasinin olusturulmasi ve PZR
teknolojisinin gelistirilmesiyle, mayalarin hizli ve dogru bir sekilde tiir ve sus
diizeyinde tanimlanmalart miimkiin olabilmektedir (Yal¢in ve ark., 2010).
Mayalarin molekiiler tanimlanmasinda en yaygin olarak kullanilan yontem kesim
pargas1 uzunluk cesitliligi: RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
olup PZR ile c¢ogaltilmis DNA bolgelerinin restriksiyon enzimleri ile kesimi
ilkesine dayanmaktadir. RFLP analizi suslarin yakinliklarin1 belirlemede oldukca
avantajli bir yontem olmasinin yani sira bu yontemde ¢ok sayida kesim par¢asinin
ortaya  ¢iktigt  durumlarda  profillerin  karsilastirilmasinda  zorluk
yasanabilmektedir. RFLP’de basar1 kesim endoniikleazlarinin (4val, Taql, Hhal,
Cfol vb.) secimine bagl olarak degismektedir (Yal¢in ve ark., 2010; Alcoba-
Florez ve ark., 2007).

Mayalarin tanimlanmasinda kullanilan diger bir molekiiler teknik ise
rasgele cogaltilmis polimorfik DNA; RAPD (Randomly Amplified Polymorphic
DNA)’dir. Bu yontemde rasgele primerler kullanilarak niikleotid dizi bilgisine
sahip olmaksizin polimorfizmin belirlenmesi saglanmaktadir. Primerlerin; GC/AT
oranlar1 % 50 veya % 50’nin iistiinde yaklagik 10 niikleotidlik ve dizilimi rasgele
secilmis tek c¢esit primer olmasi tercih edilmektedir. Kromozom {izerinde
baglanma yerlerinin sayisina, birbirine olan uzakliklarina ve bant profilindeki
farkliliga bagl olarak tiirler arasindaki ayrim belirlenebilmektedir (Yalcin ve ark.,
2010; Alcoba-Florez ve ark., 2007).

Ribozomal DNA’daki ara bolgelerin (ITS, IGS) ve D1/D2 domainlerinin
analizi mayalarin tanimlanmasinda kullanilabilen bir bagka yontemdir (Sekil 1.1).
Organizmalar arasindaki evrimsel iligkiyi ayirt edebilmek i¢in rDNA bdlgeleri
kullanilan DNA dizileridir. Biitlin organizmalarda bulunmalar1 ve diizenli
isleyisleri sayesinde mayalarin taksonomisi i¢in de kullanilmaktadirlar. Ayrica
rDNA’larin birgok korunmus boliim icermesi tanimlama i¢in gerekli primer
secimini kolaylagtirmaktadir. Ribozomal DNA bdlgelerinin segilme sebepleri
arasinda; ¢oklu tekrar sayisi, bazi bolgelerinin ¢ok iyi korunmus, bazi bolgelerinin
ise asir1 degisken olusu sayilabilir (Kurtzman, 1992).

Niikleer rDNA, ardisik tekrarlanan rDNA birimleri olarak organize
olmustur. Her birimde kiiclik rDNA geni bulunmaktadir. Bunlar 18S, 5.8S ve 26S
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rDNA genleridir. Korunmus diziler biiyiik alt birim (LSU) ve kiigiik alt birim
(SSU) genlerinde yer alir. Alt birimler arasindaki ara (spacer) bolgeleri,
transkripsiyonu yapilamayan boélgeler (internal transcribed spacer-ITS) ve genler
aras1 bolge (intergenic spacer-IGS) olarak adlandirilir. Bunlar alt birim
dizilerinden daha degiskendir ve tek bir cins igindeki tiirler arasindaki ya da tiir igi
populasyonlar arasindaki caligmalarda genis oranda kullanilmaktadir. Mayalarda
18S rDNA bolgesi nispeten yavas bir sekilde evrim gecirmekte ve uzak akraba
organizmalarin kiyaslanmasinda kullanilmaktadir. Ancak kodlanmayan bolge
(ITS ve IGS) daha hizli evrim gecirmekte ve bir tiir i¢indeki suglarin ya da bir cins
icindeki fungal tiirlerin karsilastirilmasi i¢in kullanilmaktadir (Sekil 1.1) (Gueho
ve ark., 1990).

26S rDNA’ nin 5° bolgesine yerlesmis olan D1/D2 domaini yaklasik
olarak 600 baz uzunlugunki bdlge olup birgcok mayanin tanimlanmasinda
kullanilmaktadir. D1/D2 domaini polimeraz zincir reaksiyonlar1 ile NL-1 ve NL-
4 primerleri kullanilarak ¢ogaltilir ve sekans analizi yontemi ile belirlenerek veri

tabaninda analiz yapilarak tanimlamada kullanilmaktadir (Richard ve ark., 2008).

Biiyiik RNA Transkript 55 RNA Gen

rs

) T A )
v

ITS Bolgesi IGS Bolgesi

1 rDNA Tekrar Birim

EcdRl EcoR| Bgll "
I I IGE1 IGS2
I B -
SSU(18S) RNA  5.8S LSU (25-285) RNA 55
RNA RNA

Sekil 1.1. S. cerevisiae® ya rDNA bolgesi (Richard ve ark., 2008)

Mayalarin ~ tanimlanmasinda da  kullamilan ~ ‘Ger¢ek ~ Zamanlh
Polimerizasyon Zincir Reaksiyonlar1 (RT-PCR)’ gercek zamanda amplifikasyon
reaksiyonlarmin gozlendigi, c¢esitli amaclarla niikleik asitlerin kalitatif veya
kantitatif olarak saptanabilmesi amaciyla kullanilabilen yontemdir. RT-PZR ile

standart PZR yontemi arasindaki temel fark RT-PZR yonteminde optik okuma
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sisteminin bulunmasidir. Reaksiyon sirasinda iiretilen DNA miktar1 ile orantili
olarak floresan 1s1ma olusmaktadir ve okumalar bu i1simalara baglh olarak

gerceklesmektedir (Heid ve ark., 1996).

RT-PZR ¢aligmalarinda kullanilan SYBR Green boyas1 ¢ift zincirli DNA
arasina girerek floresan 1s1ma yapmaktadir. Isimanin hedef bolgeye ait olup
olmadig1 ise yapilan erime egrisi (melting curve) analizleri ile anlagilmaktadir.
Reaksiyon sirasinda ¢ift sarmal DNA zincirleri birbirinden ayrimaya baslayinca

SYBR Green boyasi serbest kalarak floresan miktar1 azalmaktadir (Alcoba-Florez

ve ark., 2007; Bustin, 2002).

FLUOROFORE
PRIMER
T = - @
1 L 1 L L i1l 11
POLYMERASE
wTTT— e ©
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—r r-—'-r,—-r—r-'_T 1 111 [

SYBR Green

A
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0 2 4 6 8 10 %2 %4 16 18 20 22 24 26 28 30 32 M % W &0

Sekil 1.2. Ger¢ek Zamanli PZR’da SYBR Green teknigi (Alcoba-Florez ve ark., 2007)

Real-time PZR tekniklerinde template, primer, prob arasi molekiiler
etkilesime bagli floresan sinyaller olusturan primer-prob sistemleri de
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer) tekniginde kullanilan proplardan birinin 3’ ucunda dénor boya digerinin

5’ ucunda ise alict boya bulunmaktadir. Proplar 6zgiil bolge iizerinde birbirine
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yakin yere baglandiginda isaretli uclar yanyana gelmekte ve floresan 1sima

olusmaktadir (Alcoba-Florez ve ark., 2007; Bustin, 2002).

Sekil 1.3. Gergek Zamanli PZR’ da FRET teknigi (Alcoba-Florez ve ark., 2007)

Bir diger prop sistemi hidroliz proplar1 olarak adlandirilan ve 5° ve 3’
uclarinda florokrom isaretli TagMan proplaridir. Prop hedef bdlge iizerinde
primerlerin baglanma bolgesinin arasinda kalan bolgeye baglanmaktadir.
Primerler hedef niikleik asite baglandiktan sonra primer uzamasi baglamaktadir.
Probun bulundugu bélgeye gelindiginde sentezin devam edebilmesi i¢in TagDNA
polimeraz enzimi 5°-3° ekzoniikleaz aktivitesi ile probu 5’ ucundan itibaren
yikmakta bdylece 5’P ucunda raportdr florokrom isaretli probun bu ucu serbest
kalmaktadir, probun 3’ ucundaki baskilayici florokromun 5’ ucu {iizerindeki
baskilayict etkisi kalktigindan sinyal olusumu goézlenmektedir. Her dongiide
tiretilen {iriin arttikca, floresan miktarinda artma gozlenmektedir(Alcoba-Florez ve

ark., 2007; Bustin, 2002).

“Molecular beacon” ve diger konformasyonel problar kullanilarak real-
time PZR ile amplifikasyonun saptanmasinda ise, DNA’ya baglandiktan sonra
meydana gelen yapisal degisiklik sonucunda 1s1ma olugmasi esasina

dayanmaktadir (Alcoba-Florez ve ark., 2007; Bustin, 2002).
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Sekil 1.4.Ger¢ek Zamanli PZR’ da TagMan teknigi (Alcoba-Florez ve ark., 2007)

Bu sistemde kullanilan problar 5° ve 3’ uglarinda raportér ve baskilayici
florokrom bulundurmasi nedeni ile TagMan teknigini benzemekle birlikte bir
firketenin iki ucunu olusturacak sekilde, biikiilmiis bir yapida dizayn
edilmislerdir. Raportor ve baskilayici molekiillerin komsulugunda birbirine
komplementer  diziler = bulunmaktadir.  “Molecular beacon”  yapisinin
komplementer oldugu hedef DNA’ya tam olarak baglanabilmesi i¢in, bu yapinin
dogrusal olarak agilmasi ve bu sekilde baglanmasi gerekmektedir. Bu agilarak
baglanma sonucunda iki florokrom birbirinden uzaklasmakta ve baskilayici etki
ortadan kalktig1 i¢in 1s1ma olusmaktadir (Alcoba-Florez ve ark., 2007, Bustin,
2002).

1.3.Trehaloz ve Glikojenin Ozellikleri ve Onemi

Trehaloz bir disakkarit olup iki glukoz alt birimi olan a-D-glikopiranozil
ve a-D-glikopiranozid’in a:1—1 bagi ile baglanmasi sonucu olugmaktadir (Sekil
1.5). Trehaloz ilk kez H.A.L. Wiggers (1832) tarafindan hastalikli ¢avdardan
hazirlanan ¢ozeltilerde tanimlanmistir ve bu sekere “miykoz” adi verilmistir. Ayni
yillarda Berthelot Ortadoguda yapraklarda bitki paraziti insektin dis kutikula

tabakasi trehalamanadan salinan koza benzeri kabuk oOrnekleri elde etmis ve
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kabuklardan saflastirdigi bu yeni sekere trehalamanadan tiirevlenen trehaloz

ismini vermistir (Richard ve ark., 2002; Argiielles, 2000; Jules ve ark., 2004).
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Sekil 1.5.Trehalozun yapisi

Trehalozu diger sekerlerden farkli kilan ayricalikli  6zellikleri;
indirgenmeyen bir seker olmasinin disinda yiiksek hidrofilik olusu ve kimyasal
stabilitesi, i¢ hidrojen bag olusumunun olmayis1 gibi fiziksel 6zellikleridir. Bu
ozellikler trehalozun esas gorevinin stres metaboliti oldugunu diisiindirmektedir.
Bu karbonhidrat prokaryotik organizmalarda dis karbon kaynagi olarak
kullanilabildigi gibi fotosentetik bakteriler tarafindan uyumlu ¢oziinen madde
olarak  kullanilmaktadir. Vakuollerdeki iyonik dengeyi saglamak icin
sitoplazmada biriken ve normal biyokimyasal reaksiyonlari engellemeyen,
reaksiyonlarda su ile yer degistiren diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdendir
(Yildiz ve ark., 2010) , Mikobakterilerin virulans suslarinda ise mikoloik asidlerin
trehaloz gibi sekerlere baglanarak sivi besiyerinde ip veya demet seklinde goriilen
kord faktdr (6-6’-dimikolat-a-D-trehaloz) olusturmasina sebep olmaktadir. (Uzun
ve ark., 2000). Mayalarda ve filamentli funguslarda ise biiyiik miktarda trehaloz
depo karbonhidrati olarak saklandigi gibi hiicreyi strese karsi koruyucu faktor ve
glikolitik akis1 diizenleyici olarak da rol oynamaktadir. Hayvanlar igerisinde ilk
olarak boceklerde bulunan theralozun ilk bulundugu bécek Musca domestica’dir.
Boceklerde kan sekeri olarak bilinen trehaloz hemolenfin en karakteristik

karbonhidratidir. Boceklerde hemolenf haricinde kaslardaki ve toraks yapisindaki
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baslica sekerdir, ayrica ugus esnasinda tliketilmektedir. Bu karbonhidratin biiyiik
orani ugus esnasinda ilk 30 sn.’de kaslardan doniistiiriilerek kullanilmakta ugus

devaminda ise toraks kanindan alinmaktadir (Becker ve ark., 1996; Pereira ve

ark., 2004).

Glikojen 1700-22000 veya daha fazla lineer zincirli glukoz biriminin a-
(1-4) bagiyla baglanmasiyla olusmaktadir. Dallanma ise a- (1-6) baglariyla
meydana gelmektedir (Sekil 1.6). Glikojen gelisme i¢in gerekli olmayip, karbon
ve enerji maddelerinin eksikliginde yasamimi devam ettirebilmesi igin
organizmaya yardimci olmaktadir. Glikojenin kullanimi; hiicre asir1 enerji
harciyorsa, disardan alinan karbon ve enerji kaynagi tiikkeniyorsa ve hiicre
yasamsal faaliyetlerini tehdit eden ¢evre kosullarinda bulunuyor ise
gerceklesmektedir. Glikojen bir¢ok canlida bu gereksinimleri yerine getirmektedir

(Frangois ve Parrou, 2000).

a-1,6-Glikozidik Bag

a-1,4-Glikozidik Bag

Sekil 1.6. Glikojenin yapisi
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Yiiksek organizasyonlu hayvanlarda oldugu gibi boceklerde de enerji
deposu olarak kullanilan glikojen genellikle yag doku ve u¢ma kaslar1 gibi
metabolik ve fizyolojik aktiviteleri yiiksek dokularda depolanmaktadir. Glikojen
ucus esnasinda iki farkli depodan tiiketilmekte olup; ilk olarak kaslardaki glikojen
daha sonra yaglardaki tiiketilmektedir. Insanlar ve diger omurgalilar glikojeni
karaciger ve kas hiicrelerinde depolamaktadir. Enerji gereksinimi arttifinda bu
hiicrelerdeki glikojenin hidrolizi ile glukoz agiga ¢ikmaktadir. Mayalarda glikojen
sitoplazmada, hiicre duvarinda ve niikleoplazmada olusmaktadir. Mayalardaki
glikojen igerigi mayanin fizikokimyasal kosullarina bagli olarak hiicre kuru
agirhigiin % 23’iine kadar ulasabilmektedir (Walker, 1998; Frangois ve Parrou,

2000).

Dogal bir enerji kaynagi olan trehaloz hafif tathligi, dis dostu ozelligi,
diistik nem cekiciligi ve protein koruma oOzellikleri nedeni ile gida ve ilag
teknolojisi i¢in alternatif iiriin olma oOzelligini tagimaktadir. Gelismekte olan
iilkelerde a-1-1 trehaloz lipozom sabitleyici, gidalarda tatlandirict katki maddesi
olarak da kullanilmaktadir. Diger disakkaritlerden farkli olarak trehaloz amino
asitlerle ve proteinlerle reaksiyona girmediginden {irliniin saklanma siiresince
kararmasini onlemektedir. Japonyada o6zellikle sekerli iirlinler (sakiz, gikolata),
icecek, islenmis sebze ve meyvelerde firincilikta, islenmis deniz gidalarinda ve
dondurulmus gidalarda yaygin bir sekilde kullanilmakta olup sadece Japonya’da
gida ile ilgili tiiketimi 10 milyon poundu bulmaktadir. 2000 yilinda genellilke
giivenli olarak tanimlanan “GRAS” olarak dogrulanan trehaloz 2001 yilinda
Avrupada yeni gida veya gida igerigi olarak tanimlanmistir. Ayni zamanda nem
tutma ozelliginden dolay1 kozmetik ve bakim {iriinlerinde; sampuan krem, dudak
nemlendiricilerinde de kullanilmaktadir (Richard ve ark., 2002; Schiraldi ve ark.,

2002).

Trehaloz protein dengelemesinden dolayr nemlendirici, koruyucu ajan,
protein ¢okmesini (creutzfeld jacop hastaligi etmeni) engelleyen saperonlar gibi
bircok uygulamaya da potansiyel teskil etmektedir. Sinir dokusu ile ilgili
hastaliklar; Alzaimer ve prion hastaliklar1 anormal protein birikimleri olarak

bilinmektedir. Trehalozun bu hastaliklara sebep olan huntingtin ve amiloyidbeta
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(AP) birikimlerini ve onlarla iligkili toksisiteyi onledigi bilinmektedir. Yapilan
calismada prionla enfekte olmus hiicrelere trehaloz ile muamele edilmis ve prion
hastalik  etmeni PrP% agregatlarmn  ve lokalizasyonunun  azaldig
gozlemlenmistir. Trehaloz etkisini PrP*® nin oksidatif zararla indiiklenmesini
engelleyerek gostermekte ve bdylece trehaloza olan terapotik ilgi artmaktadir
(Beranger ve ark, 2008; Jain ve Roy, 2008). Monoklonal antikorlar ve enzimler
gibi bioaktif proteinlerin dengesi, kuruma siirecinde trehalozla etkili bir sekilde
saglanmaktadir. Ilag olarak da kullamilan trehaloz, sigir embriyolarinin ve
dokularin daha etkili saklanmasinda Onem tasimaktadir. Bu indirgenmeyen
disakkaritin en Onemli uygulamasi oda sicakliginda stoklanan asilarin
stabilizasyonunu saglamak, enzimleri ve nemli hiicreleri donma-kurumanin
zararindan korumaktir. Cocuk felci asilar1 trehaloz varliginda 45 °C’de
kurutuldugunda 4 °C kurutulmus asilara gore daha stabil kalabilmektedir (Richard
ve ark., 2002; Schiraldi ve ark., 2002).

1.4.Trehaloz ve Glikojen Metabolizmasi

1.4.1.Trehaloz metabolizmasi

Trehaloz glukozun ¢6ziinebilir indirgenmeyen disakkaritidir. a-1-1
trehaloz, a-1-B-1 trehaloz ve B1-B1 trehaloz olmak {izere 3 izomeri bulunmaktadir.
Bunlar arasinda sadece alfa-alfa trehaloz biyolojik metaryallerde bulunmaktadir
(El-Bashiti ve ark., 2005). Trehalozun hiicre i¢i seviyesi enzimatik sentez ve
yikim olaylar1 arasindaki denge ile kontrol altindadir. Trehalozun sentezi 4 gen
tarafindan kodlanan trehaloz sentaz kompleksi (TPS) tarafindan; glukoz-6-fosfat
(G6P) ve iridindifosfoglukoz (UDPG) dan iki basamakli reaksiyonla
olusmaktadir. Sentez iridin-di-fosfo-glukozdan glukoz-6-fosfata  glukozil
birimlerinin aktarilmasi ile baslamaktadir (Cabib ve Leloir, 1958). Glukozil
birimlerinin aktarimi trehaloz-fosfat sentaz (TPS1) enzimi ile katalizlenmektedir.
Bu aktarim sonucunda trehaloz-6-fosfat + UDP olusmaktadir (Sekil 7). Bu
reaksiyon ilk kez mayalarda tamimlanmustir. Ikinci asamada trehaloz-6-fosfat

olustuktan sonra fosfat grubu trehalozu olusturmak {izere ayrilarak serbest
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inorganik fosfat dongiisiine katilmaktadir (Cabib ve Leloir, 1958). Her iki
basamak TPSI, TPS2, TPS3, TSLI genleri tarafindan kodlanan altbirimlerden
olusan kompleksin enzimlerini icermektedir. TO6P sentaz (Tpsl) ve T6P fosfataz
(Tps2) trehaloz sentezinin katalitik aktivitesini yonetirken Tps3 ve Tsll trehaloz
sentaz kompleksinin biitiinligli i¢in O6nemli olup enzimatik aktiviteleri
bulunmamakta ve tamamen diizenleyici rol oynamaktadirlar (Sekil 7). T6P sentaz
reaksiyonu geri doniisiimsiizdiir. T6P sentaz geni; 7PSI glukoz ile
baskilanmaktadir. Bunun aksine fosforillenmis substrat G6P ve UDPG trehaloz
tiretimini indiiklemektedir (Jules ve ark., 2004; Voit, 2003; Plourde-Owobi,
2000).

=" Trehaloz 6-fosfat + UDP

:

Tps1 (trehaloz-6-fosfat-sentaz)

UDP-glukoz + Glukoz 6-fosfat

Trehaloz 6-fosfat — Trehaloz + P

|

/
Tps2 (trehaloz-6-fosfat fosfataz)

Sekil 1.7. Trehalozun biyosentezi

Trehalozu hidroliz eden enzim ilk olarak Aspergillus niger’de daha sonra
S. cerevisiae’dan elde edilmistir. Daha sonra trehalaz bir¢ok organizmada
belirlenmistir (Kopp ve ark., 1993). Trehalozun glukoza hidrolizi ise ili¢ enzim
tarafindan gergeklestirilmektedir; bunlar NTH] tarafindan kodlanan sitozolik veya
notral trehalaz, ATH1 tarafindan kodlanan vakuolar veya asidik trehalaz ve NTH2
tarafindan kodlanan putative trehalaz olarak bilinmektedir (Sekil 1.8). Maya
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genomundaki NTH2 ve iiriinii Nthlp ile % 77 benzerlik gostermektedir. Fakat
glinlimiize kadar trehalaz aktivitesi NTH?2 ile iliskilendirilememistir. Athlp ve
Nthlp hiicrede farkli yerlerde bulundugu gibi gelisim boyunca farkli aktiviteler
sergilemektedir. Hangisinin ne derecede diizenlenmede sorumlu oldugu tam
olarak bilinmemekle birlikte yapilan ekspirasyon deneyleri sonucunda orta
dereceli sicak sokta her ikisininde giiglii ve es zamanlhh gorev aldigi
diisiiniilmektedir. Notral trehalaz Nthlp trehalozun hiicre i¢i hareketinden ve
dongiisiinden sorumludur (Jules ve ark., 2004; Voit, 2003; Plourde-Owobi, 2000;
Nwaka ve ark., 1995). Siirekli aktif olan vakuolar trehalazin maksimum aktivite
gosterdigi pH 4.5’dur. Fosforilasyondan sonra maksimum aktivite gosteren
sitozolik trehalazin en iyi ¢alistig1 pH ise 7’dir. Trehalazin asir1 iiretimi ise stres
kosullar1 altinda etkisiz trehaloz ve etkisiz protein korumasi demek olup bu 6liime

kadar gidebilmektedir (Kopp ve ark., 1993).

Trehaloz >~ Glukoz + Glukoz

|

/

{
Trehalaz (Nth veya Ath)

Trehaloz + P  ——u == Glukoz 1-fosfat + Glukoz

v(

Trehaloz fosforilaz

Trehaloz 6-fosfat ——ux> Glukoz 6-fosfat + Glukoz

/

Trehaloz-6-fosfat hidrolaz (fosfotrehalaz)

Sekil 1.8.Trehalozun yikimi
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1.4.2.Glikojen metabolizmasi

Trehaloz dongiisiiniin  bir parcast olmamasina ragmen glikojenin
olusumunu ve yikimini degerlendirmek kaginilmazdir; ¢iinkii glikojen UDPG’den
olusan karbonhidrat deposudur ve bu yiizden trehaloz iiretimi ile direkt yaris

halindedir denilebilir (Voit, 2003).

Glikojenin sentezi baslangi¢, uzama ve dallanma basmaklarindan
olugmaktadir. Glikojen deposu tamamen tiikenmemis bir hiicrede bulunan bir
glikojen pargasi glikojen sentezinde primer rol oynamaktadir. Glikojen pargasinin
yoklugunda ise glikogenin adli 6zel bir protein glukoz birimlerinin alicis1 olarak
rol oynamakta ve UDPG’den glikojen sentezi gergeklesmektedir. Glukozil
birimleri bu baslangi¢ proteininin trozin aminoasitine kovalent olarak
baglanmaktadir. UDP-glukozdan glikogenine ilk glukozun transferini “glikojen
sentezini baglatma” enzimi saglamakta ve kisa oligosakkarit primerleri
olugmaktadir. Bu primerler glikojen sentazin substrati olup glikojen sentaz bu
primeri uzatmaktadir. UDP- glukozu glukoz verici grup olarak kullanarak alfa-1-4
glikozidik baga glukoz kalanlarin1 eklemektedir. Glikojen sentaz S. cerevisiae’ da
GSYI ve GSY2 genleri tarafindan kodlanmaktadir (Sekil 1.9). Proteinler % 80
benzer olup memeli kaslarindaki ve sican karacigerindeki glikojen sentaz ile % 50
benzerlik gostermektedir. Delesyon analizleri GSY2’nin baskin bir gen oldugunu
ve GSY2’de meydana gelen delesyonla her iki enzim aktivitesinde indirgenme ve
glikojen seviyesinde % 90 azalma oldugunu ortaya koymustur. Glikojen sentaz
ve glikogenin ile uzama basladiktan sonra lineer alfa (1,4)-glukozil zincirleri;
amilo (1,4) (1,6) transglikosidaz (dallanma enzimi) ile dallanmaktadir. Dallanma
glikojenin fonksiyonu i¢in en az iki sebepten dolay1r 6nem tasimaktadir. Birincisi
dallanmanin artis1 ile ¢dziiniirliik artmaktadir. Ikinci olarak ise glikojenin sentez
ve yikimi alfa-1-4 bagh zincirin indirgenmeyen ucundan olmaktadir. Var olan bu
uclarin sayist ile dallanma artmakta ve boylece glikojenin yikim ve sentez
oraninda da artis goriilmektedir. Sonu¢ olarak c¢ok biiyiikk molekiiler agirlikli
glikojen molekiilleri olusmaktadir (Torija ve ark., 2005; Wilson ve ark., 2002;

Frangois ve Parrou, 2000)
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Glukoz
|

l
/

/ Glukoz-6-fosfat

! " Fosfoglikomutaz

/

Glukoz-1-fosfat

l = Pirofosfataz

UDP- Glukoz
%x Glikojen sentaz (Gsy)

GLIKOJ EN

GSY

Sekil 1.9.Glikojenin biyosentezi

Bir ¢ok okaryot hiicrede oldugu gibi mayada da glikojen degredasyonu o-
glikosidaz tarafindan katalizlenen amiloliziz reaksiyonlar ile glikojen olugumu;
ya da ard arda gerceklesen fosforoliziz ve dallanmalarin bozulmasi sonucu
glukoz-1-P ve glukoz olusumu ile sonug¢lanmaktadir (Sekil 1.10). Mayalarda
glikojen fosforilaz glukoz-1-P’1 lineer a-(1,4)-glukozidik bagdan serbest
birakmaktadir. Glikojen fosforilaz ve debranching enzimleri GPHI ve GDBI

tarafindan kodlanmaktadir (Frangois ve Parrou, 2000).
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Glikojen
~=———1 Glikojen fosforilaz (Gph1)

/

Glukoz-1-fosfat + Glikojen (n-1 birim)

~<——— Fosfoglikomutaz (Pgm)

I

[
Glukoz-6-fosfat

? ~=——1 Glukoz-6-fosfataz
P |

[

/

Glukoz

Sekil 1.10.Glikojenin yikimi

1.5.Mayalarda Trehaloz ve Glikojenin Fonksiyonlar:
1.5.1.Depo karbonhidrati olarak kullanimlari

Glukoz mayalar tarafindan sadece katabolize edilmez ayni zamanda
trehaloz ve glikojen gibi stok karbonhidratlarina donistiiriilmektedir. Maya
hiicrelerinin fizyolojik durumuna, cevresel sartlara ve iireme asamasina bagl
olarak bu karbonhidratlar maya kuru agirhgmmin % 15-20’inden fazla
birikebilmektedir. Stok karbonhidrat terimini agiklamak gerekirse, dis enerji
hiicrenin gelismesi ve biyosentezi i¢in gerekli olan enerjiyi astiginda sentezlenen
ve hiicre canlilig1 tehlikeye girdiginde yikilan maddelerdir. Trehaloz etanoldeki
bliylime sathasi sirasinda olustugu i¢in bu kavram tam olarak trehalozu
karsilamamaktadir ve stressiz kosullarda daha fazla kullanilmaktadir, trehaloz
aclik veya dinlenme halinde hiicre canliligina katkida bulunmamakta ve sonug
olarak, trehalozun depo karbonhidrati olarak fonksiyonu siipheli olarak

goriilmektedir. Besin yoklugunda ise hiicresel aktiviteyi desteklemek, enerji ve
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karbon saglamak glikojenin en biiyiik fonksiyonudur (Frangois ve Parrou, 2000;

Argiielles, 2000).

Mayalarin aymi fonksiyonda iki farkli stok karbonhidrati igcerme sebebi
uzun siire merak konusu olmus ve yapilan caligsmalar sonucunda trehalozun
glikojenden daha hizli yikildigr gozlenmistir (Walker, 1998). Trehaloz besin
maddelerinin bol oldugu durumlarda, eksponansiyel fazda iiretilmemektedir.
Glikojen ise ekponansiyel fazda tretilmektedir. Trehaloz sentezi, ekstraseliiler
glukozun olmadig1 duragan fazda glikojenin metabolize edildigi siirecte
gerceklesmektedir. Duragan fazda siirekli inkiibasyonda, hiicreler ilk olarak
glikojeni kullanmaktadir. Trehalozun yikimi glikojen stoklari tiikkendikten uzun
zaman sonra ve hiicre 6liimiiniin basladig1 zamana denk gelmektedir (Singer ve
Lindguist, 1998). Trehalozun yikimi bir kag¢ hafta stirmektedir. Trehalozun yavas
metabolize olmasi canlilik i¢in oldukc¢a 6nemli olup canlilik ve fermentasyon
disakkaritlerin  tiiketilmesinden sonra azalmaktadir. Ayni1 zamanda stok
karbonhidratlarinin  yikimi  organizma tarafindan hazir kullanilabilir enerji
sagladig1 gibi, diger rakiplerine ekolojik {stiinliik saglamasina da sebep

olmaktadir (Frangois ve ark., 1997; Argiielles, 2000).

Trehaloz ve glikojen spor olusumu sirasinda oldukca fazla birikmekte ve
sporlarin olgunlagsmast ve ¢imlenmesi sirasinda oldukga hizli bir sekilde yikima

ugratilmaktadir. (Frangois ve Parrou, 2001; Elbein ve ark., 2003).

Trehaloz ve glikojen hiicre dongiisiiniin G1 fazi boyunca birikmektedir ve
S fazina giriste degrede olmaktadir. Bu durum trehaloz ve glikojenin diisiik seker
kaynaklar1 altinda gecici siire ile seker akisini arttirdigini ve bunu hiicre
boliinmesi dongiisiinii tamamlamak icin gergeklestirdigini diigiindiirmektedir.
Glukoz depolari, biiyiime orani diisiik olan hiicre dongiisiinde ilerlemek igin
gerekli olan enerji ve karbon kaynagi olarak gérev yapmaktadir. Bununla birlikte,
glikojen ve trehaloz sentezlenyemeyen bir mutant diisiik oranda da olsa
boliinmeye ve biiylimeye devam etmektedir (Sillje ve ark., 1999; Paalman ve ark.,

2002).
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1.5.2.Trehaloz ve glikojenin glikolitik yol ile iliskisi

Mayalarda trehaloz metabolizmasinin glikolitik yolu diizenleyici roli
oldugu bilinmektedir (Noubhani ve ark., 2009). Glukoliz ve trehaloz

metabolizmasi arasindaki iliski 3 sekilde tanimlanabilmektedir.

1. TPS’in glukoz tasinimi ve seker kinaz aktivitesi ile iligskisinden dolay1

glukoz akisini siirlayict aktivitesi vardir.

2. Trehaloz metabolizmasi; trehaloz sentezinde seker fosfatlarinin yoniinii
degistirerek veya kullanarak glikolizisin asir1 akigini Onlemekte ve bu yol
inoorganik fosfat iiretmektedir ki; bu da gliseraldehit 3-P dehidrogenaz aktivitesi

icin gereklidir.

3. Trehaloz-P glikolizde, seker akisin1 hekzokinaz aktivitesinin

inhibisyonu ile sinirlamaktadir (Elbein ve ark., 2003).

Bu ¢ durum su sekilde aciklanabilir; #ps/ mutantlar1 galaktozda
gelisebilirken glukozda gelisememektedir. Glukoz-6-fosfattan sonrasi her iki
seker i¢in benzer oldugundan mayalarin glukozda gelisememelerinin sebebi
transport basamaginda, hekzokinaz basamaginda ya da glukoza duyarl herhangi
bagka bir basamakta arastirilmistir. Bu basamaklar ve trehaloz-6-fosfat sentaz
eksikligi arasinda baglanti kurulmaya calisildiginda, bu basamaklarin trehaloz
veya T6P tarafindan diizenlendigi diisiiniilmektedir. Trehaloz metabolizmasi ve
glikoliz akisinin kontrolii ile 2 farkli mekanizma Onerilmektedir. Birinci modele
gbre; mayaya asir1 glukozun verilmesi ile, glukoz hiicre icine girmekte ve ¢ok
hizli bir sekilde fosforilasyon gerceklesmektedir ve asir1 glukoz-6 fosfatlar ise
daha sonra gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz reaksiyonlarinda gerekli olan
serbest fosfatlar1 geri kazanmak {izere trehaloz sentezine kanalize olmaktadir. Bu
durum #ps/ mutantlarinda bir darbogaz olusturmaktadir; ¢ilinkii mutantlarda artan
ATP harcamas1 goriilmekte ve harcanan ATP miktar glikolizde elde edilen ATP
miktarin1 agmaktadir yani #ps/ mutantlarinin metabolik 6zellikleri, glikolitik ara
tirtinlerin oldukca fazla birikmesi hiicre i¢i fosfatin azalmasi ve bir ka¢ dakika

sonra seker eklenmesi ile ATP’ nin tiikenmesidir. Fosfat geri kazanim modeli #ps
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mutantlarinda hiicre i¢i serbest fosfatlarin diismesi ile desteklenmektedir
(Thevelein ve Hohman, 1995; Francois ve Parrou, 2000; Gancedo ve Flores,

2003).

Ikinci alternatif hipotez ise trehaloz metabolizmasi glukoz akisini trehaloz-
6-fosfat ile hekzokinaz aktivitesini inhibe ederek gerceklestirmektedir. Maya
hekzokinazlari submilimolar konsantrasyonda trehaloz-6-fosfat konsantrasyonu
ile inhibe edilmektedir; fakat bu ilgi net olarak anlasilmamaktadir. T6P, trehaloz
sentezleyen protein kompleksi i¢inde kanalize edilerek hekzokinazi inhibe edecek
konsantrasyonda sitoplazmaya ulagmaktadir. #ps/ mutantlarinda bu inhibisyonun
kayb1 glukozda eksik gelisime sebep olmaktadir. T6P burada feed-back inhibitorii
olarak rol oynamaktadir. Gergekte simdiye kadar T6P sadece maya
hekzokinazinin fizyolojik inhibitorii olarak bilinirken, glikolizin diizgiin isleyisi
icinde gerekli oldugu goriilmektedir (Frangois ve Parrou, 2000; Gancedo ve

Flores, 2003; Blazquez ve ark., 1993).

1.6.Farkl Stres Kosullarinda Maya Metabolizmasi

Mayalar biyosferde meydana gelen siirekli ve beklenmedik fizyolojik ve
biyolojik karigikliklarla hizli ve etkili bir yolla bas etmek zorundadir. Bu
alisilmadik ¢evresel sartlar fizyolojik, davranmigsal ve bilissel degisikliklere yol
acmakta ve bu durum stres olarak tanimlanmaktadir (Gonzalez-Parraga, 2008).
Hiicreler bu dig uyaricilara duyarli mekanizma gelistirmekte olup bu uyarilar
uygun hiicresel cevaba dontistiirmektedirler. Bu cevaplarin birgogu, gen anlatimi,
hiicre yiizeyine veya sitoplazmaya yerlesmis olan sinyal transdiiksiyon yolu,
niikleusdaki transkripsiyon faktorlerini aktive etmektedir. Stres cevabi ¢okca
degisen cevrelerde mikroorganizmalar i¢in olduk¢a 6dnemlidir. Ancak bir ¢ok yol
icin stres sinyallerinin nasil algilandig1 ve bu sinyallerin bu yoldaki bir sonraki
bilesikle nasil iletisim kurdugu tam olarak anlagilmamaktadir. Bir kez ¢evresel
degisim algilandiginda sinyalin niikleusa iletilmesi gerekmektedir. Cok sayida
protein kinaz bu siirecte rol oynamaktadir. Baz1 yollarda protein kinazlar, MAP

kinaz kaskad ile organize olmaktadir. Sonug olarak her bir yol bir ya da birden
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fazla transkripsiyon faktoriinli aktive etmektedir. Bu transkripsiyon faktorleride
karakteristik gen setlerinin anlatimim1 diizenlemektedir. Bazi1 yollarda 6rnegin
genel stres cevaplarinda, transkripsiyon faktorleri stresle karsilastiktan sonra
nukleusta birikmektedir. Digerlerinde ise, niikleositoplazmik translokasyon
erkenden olugmaktadir ve transkripsiyon faktorleri nukleusta aktif hale
gelmektedir. Aktif olan transkripsiyon faktorleri, stresle diizenlenen genlerin
promotor bolgelerinde yer alan cis elementine baglanarak onlarin
transkripsiyonunu indiiklemektedir. Farkli streslere karst % 10 ila % 14 aras1 gen
indiiklenmektedir. Indiiklenen genler, karbonhidrat metabolizmasi, reaktif oksijen
tiirlerinin detoksifikasyonu, protein katlanmasi ve degredasyonu, vakuolar ve
mitokondriyal fonksiyon, otofaji ve metabolit transport gibi siirecler de yer alan

genlerdir (Chen ve ark., 2003).

Bu siiregler arasinda carpict olani stok karbonhidratlar1 glikojen ve
trehalozdaki degisimdir. Glikojen metabolizmasi mayadan memelilere oldukca
korunmustur. Bu korunma protein dizilerini ve enzimlerin katalitik
mekanizmalarin1 ve enzim aktivitelerini igermektedir. Glikojen sentezi GLGI ve
GLG?2 tarafindan kodlanan baslangi¢ proteini ile baglamaktadir. Bu genler UDP-
glukozdan o-(1,4) glukozil primerlerinin olusumunu katalizlemektedir. Bu
primerler glikojen sentaz ile uzamaktadir. Glikojen sentazin GSYI ve GSY2
tarafindan kodlanan iki izomeri bulunmaktadir. Glikojenin dallanma enzimi ise
GLC3 tarafindan kodlanmaktadir. Gaclp ise defosforilasyon ile glikojen sentazi
aktive eden protein-fosfataz kompleksinin bilesenidir. Glikojen fosforilaz ise

GPH|1 tarafindan kodlanmaktadir (Parrou ve ark., 1997).

Eksponansiyal gelisim asamasinda, glukoz ve fruktoz gibi hizli fermente
edilebilen seker varliginda trehaloz, glikojen seviyesi ve stres direnci olduk¢a
diistiktiir. Glukoz tiikendiginde ve ethanolde gelisim sirasinda glikolitik akis ve
genel protein sentez seviyesi azalirken glikojen, trehaloz ve stres proteinleri
seviyesi artmaktadir. Ayni1 zamanda bunlarin miktar1 glukoz igeren fakat azot,
fosfat ve siilfat gibi temel besinler acisindan zayif bir ortamda da artmaktadir.
Ayn1 durum sicak sok, oksidatif stres icin de gegerlidir (Winderickx ve ark., 1996;
Sunnaborg ve ark., 2001; Mahmud ve ark., 2009; Parrou ve ark., 1999).
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Stresle indiiklenen birgok gende oldugu gibi trehaloz ve glikojen
metabolizmasinda yer alan genlerinin promotor bolgelerinde STRE (stres cevap
elementleri) bulunmaktadir (Sekil 1.11). S.cerevisiae sicak sok faktor geni HSF'1
bulundurmaktadir. HSF genleri normal kosullar altinda diisiik aktif formda
transkribe edilerek stoklanmaktadir. Hsflp’nin DNA baglanma aktivitesi sicak
sok oncesinde HSE (sicak sok elementi)’ye baglanmak i¢in yeterlidir. Sicak
soktan sonra bu baglanma artmaktadir. Mayalarda uyaricilar sicak sok cevaplarini
tetiklemekte ve boylece trehaloz birikmesine sebep olmaktadir. Sicak sok
stiresince S. cerevisiae’ya ait trehaloz-6- fosfat sentaz kompleksinin en az 2 alt
tinitesi aktif olarak sentezlenmektedir. Trehaloz aminoasit, seker ve polyollerinde
dahil oldugu herhangi uyumlu bir ¢oziiciiden daha iyi bir protein dengeleyici
olarak bilinmektedir. Trehalozun diger bir 0Ozelligi zaten denatiire olmus
proteinlerin yigin olusturmasini Onlemektir. Sicak sok son bulduktan sonra
trehaloz hizli bir sekilde degrede olmaktadir. Eger ortamda hala trehaloz yiiksek
miktarda bulunursa, bu durum proteinlerin tekrar katlanma siirecini engellemekte
ve protein yeniden eski dogal halini kazanamamaktadir (Elbein ve ark., 2003;
Gasch ve ark., 2000; Argiielles, 2000; Dashnau ve ark., 2007). Trehaloz sitozolde
proteinleri katlamaktan ve bunun yam sira endoplazmik retikulum liimenindeki
sicaktan zarar gérmiis proteinlerin konformasyonel onarimindan da sorumludur

(Francois ve Parrou, 2000).

Reaktif oksijen tiirleri (hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri ve
stiperoksit anyonlari) (ROS) normal metabolik siire¢ tarafindan olusturuldugu gibi
hidrojen peroksit ve agir metallere maruz kalindiginda da olusturulmaktadir.
Lipidler, proteinler ve niikleik asitlerdeki zarar1 indiiklemektedir. ROS’a cevap bir
cok genin indiikklenmesini icermektedir ki bunlardan bazilar1 antioksidan
fonksiyonludur. Oksidatif strese cavapta iki transkripsiyon faktorii Yaplp ve
Skn7p oldukga onemlidir. Yaplp’nin diizenlenmesi ile ilgili bilgi Skn7p’ye gore
oldukca fazladir. Normal kosullar altinda Yaplp sitoplazmada simirhidir ve
oksidatif strese cevap i¢in niikleusta toplanmaktadir. Yaplp, lic korunmus sistein
kalanlar1 ile C-terminal bdlgesi icermektedir. Bu sistein kalanlar1 Yaplp’nin
sitoplazmada korunmasi igin gerekmektedir. Niikleusta Yaplp, Ap-1 cevap

elementine (ARE) baglanmakta ve ARE bircok sayida antioksidan savunma
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geninin promotor bolgesinde bulunmaktadir. yap! ve skn7 mutantlar ile yapilan
caligmalar her ikisinin de oksidatif strese duyarli oldugunu yanliz Yaplp’nin
kadmiyum direncinde 6nemli oldugu gézlenmistir. Ayni1 sekilde oksidatif stress ve
agir metal streslerine maruz kalan mayalarda trehaloz ve glikojen sentezlenlerinin
uyarildig1 yapilan ¢alismalarla gozlenmistir (Gasch ve ark., 2000; Dashnau ve

ark., 2007).

Sitoplazm

Sekil 1.11.S. cerevisiae’ nin farkl stress kosullarinda transkripsiyon semasi (Frangois ve ark.,

2012)
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1.7.Pseudohifsel Gelisim

Mayalar c¢evrelerinde meydana gelen farkliliklara karsi bir takim degisim
mekanizmalar1 gelistirmistir ve bu degisim hiicrenin fizyolojisinde, morfolojisinde
ve adezyonunda gdzlenmektedir. Besin maddelerindeki kritik azalmalar maya
hiicreleri gelisimini durdurarak spor olusumunu saglamakta ve boylece hiicre
cevresel stresi tolere etmeye calismaktadir. Alternatif yol ise hiicrenin filamentli
gelisimi tercih etmesidir. Filamentli gelisim 6nemli bir adaptasyon cevabi olarak
kabul edilmektedir ve fonksiyon olarak hiicre hareketliligine benzer, aclik
durumunda hiicrenin besini aragtirmasina olanak saglar. Bu dimorfik degisim
patojenik mayalarda hiicre-hiicre etkilesimini arttiripp mayanin konakgisina daha
kuvvetli tutunmasini saglamaktadir. Bu sekildeki dimorfizim 6énemli bir virulans
faktor olarak goriilmekte olup C. albicans‘da tesbit edilmistir (Gagiano ve ark.,

2002).

Maya hiicrelerinde dimorfik gelisim daha onceleri de bilinmesine ragmen
1992°de Gimeno ve arkadaslarinin pseudohif olusumunun azot agliginda
olustugunu ve bu durumun filamentli gelisime olanak sagladigini belirlemesine
kadar oOnemli bir durum olarak kabul edilmemekteydi (Gancedo, 2001).
Pseudohifsel gelisim boyunca hiicre uzamakta es zamanli olarak tomurcuklar
olusturmaktadir, tomurcuklar hiicreden ayrilmadigindan ve hiicre zincir seklinde
dallanarak uzamaktadir. Baz1 S. cerevisiae haploid suslarda bu degisiklik kati
besiyerinde kolonilerin altina dogru uzama seklinde gozlenmekte ve invaziv
gelisim olarak adlandirilmaktadir. Diploidlerde ise bu uzama biraz daha
yiizeyseldir ve ikisi genel olarak pseudohifsel gelisim olarak isimlendirilmektedir.
Bu morfogenetik degisim iki farkli sinyal yolunun iletisimini gerektirmektedir. Bu
yollar cAMP bagimli yol ve MAP kinaz (mitojen aktivasyonlu kinaz) yoludur. Bu
degisimde merkez element GTP-bagli protein Ras2’dir. Ras2 proteini S.
cerevisiae’de filamentli tiremeyi diizenleyen ilk anahtar proteindir. MUCI geninin
anlattmini kontrol ederek filamentli {iremeyi diizenlemektedir (Gancedo, 2001;

Pan ve ark., 2000).
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S. cerevisiae’da filamentasyonun kontrol edildigi yollardan biri cAMP
yoludur. cAMP adenilat siklaz (Cyrl) tarafindan olusturulmakta ve cAMP-
bagiml protein kinaz A (PKA)’y1 aktive etmektedir. Aktive olan Ras2, Cyrl ile
etkilesime gegmekte ve cAMP’1n hiicre i¢i konsantrasyonu artmakta ve protein
kinazlar1 aktive etmektedir. PKA’nin aktiflesmesi ile karbonhidrat depolari
kaybolmakta ve sporulasyon engellenmektedir. PKA’nin katalitik alt birimleri
Tpkl, Tpk2 ve Tpk3 pseudohifsel gelisimde farkli roller oynamaktadir. Tpkl ve
Tpk3’iin filamentasyonu baskiladigi Tpk2’nin ise pseudohifsel liremeyi aktive
ettigi farkli delesyon deneyleri ile gdzlenmistir. Tpk2’nin pseudohifsel gelisimde
rol oynayan Sfll ve Mgal ile etkilesimde oldugu goézlenmistir. Pseudohifsel
gelisimde rol alan diger transkripsiyon faktorleri Skn7, Hsm2 olup Flo8 ile
etkileserek filament cevap elementleri (FREs) tarafindan diizenlenen genlerin
transkripsiyonunu indiiklemektedir (Palecek ve ark., 2002; Pan ve ark., 2000)
(Sekil 12).

Her iki yol Ras2 ile active olup MUCI/FLOI1 geninin ekspirasyonunu
diizenlemaktedir. MUCI1/FLOI11, diploid hiicrelerin pseudohifsel gelisimi, haploid
hiicrelerin  invaziv gelisimi i¢in gerekli hiicre yiizey flokiilasyonunu
kodlamaktadir. Genin anlatimi i¢in Tecl, Stel2 ve Flo8 transkripsiyon faktorleri

gerekmektedir (Gagiano ve ark., 2002).

Maya formundan pseudohifsel gelisime gegen S. cerevisiae hiicrelerinde
hiicre dongiisii boyunca da onemli degisiklikler olmaktadir. Maya formundaki
hiicrelerin tomurcuklar1 maya hiicresinin ucunda gelisirken daha sonra gelisme
tiim ylizey boyunca ger¢eklesmekte ve yavru hiicre ana hiicreden ayrilmaktadir.
Sonug olarak olusan yeni hiicre kritik biiyiikliige gelinceye kadar G1 fazinda
gelisimini devam ettirmektedir. Pseudohifsel gelisim boyunca uzatilmis G2/M
faz1 bulunmaktadir. Anne ve tomurcugu ayiran bolme olustugunda yavru hiicre
ve anne hiicre ayni1 boyuttadir boylece iki hiicre yeni dongliye es zamanli olarak

baslamaktadir (Gancedo, 2001).
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Glukoz Sinyali
Azot Aglig1 Sinyali

Filament yok

Azot Aghig Sinyali

Filamentli ireme

Sitoplazma

Niikleus

Sekil 1. 12.S. cerevisiae’da filametli iireme sinyal yolu (cAMP-PKA) (Frangois ve ark., 2012)
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Diploid hiicrelerdeki pseudohifsel gelisim ve haploidlerdeki invasiz
gelisimin benzer gereksinimleri bulunmaktadir. Her ikisinde de MAP kinaz yolu
ve PKA yolu ayni rolii oynamaktadir. Ancak iki farkli tip hiicrede bu iki farkl
yolun diizenlenmeleri farklilik gostermektedir. Haploid hiicrelerde MUC1/FLO11
mRNA seviyesi YPD’de eksponansiyel fazda artar. Gelismenin diger fazlarinda
cok diisiik seviyelere inerken, diploid hiicrelerde mRNA seviyesi her zaman
diisiik kalmaktadir. SLAD besiyerinde ise MUCI/FLOII mRNA seviyesi
diploidlerde durmadan artar. Haploidlerde gelismenin birinci saati artarken

sonrasinda aniden diismektedir (Palecek ve ark., 2002; Gagiano ve ark., 2002).

MAP kinaz yolu ise pseudohifsel gelisim icin bir c¢ok element
bulundurmaktadir ve bunlar diploid hiicrelerin filamentli gelisimi ve haploid
hiicrelerin invaziv gelisimi icin gereklidir. Yeterli sinyalin alinmasi ile Ras2
aktive olmakta ve guanine niikleotid degistirme faktorii Cdc24’t aktif hale
getirmektedir. Cdc24’lin aktif hale getirdigi Cdc42 artik GTP baghdir. Aktif olan
Cdc42 protein kinaz Ste20 ile etkilesime geg¢mekte ve Ste20’ye bagli negatif
diizenleyiciyi uzaklastirmaktadir. Bu yolda Ste20p, Stellp, Ste7p ve Ksslp’den
olusan MAP kinaz kaskadini aktif hale getirebilmektedir. Kssl MAP kinaz
yolunun ozgiil faktoridir ve pseudohifsel gelisimi aktive ya da inhibe
edebilmektedir. MAP kinaz kaskadin (Ste20p-Stellp-Ste7p) fonksiyonu Kssl 1
inhibitdrden aktivatdre doniistiirmektir. Fosforillenmeyen Kssl Stel2’ye
baglanarak onun transkripsiyon aktivitesine engel olarak pseudohifsel gelisimi
onlemektedir. Diger bir 6zgiil faktor Stel2 olup transkripsiyon faktoriidiir ve bu
yolda son istasyondur denilebilir. Stel12, bir bagka transkripsiyon faktorii Tecl ile
birlikte filament cevap elementleri (FREs) tarafindan diizenlenen genlerin
transkripsiyonunu indiiklemektedir (Sekil 1.13) (Gancedo, 2001; Palecek ve ark.,
2002; Gagiano ve ark., 2002).
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Sekil. 1.13.S. cerevisiae’da filamentli tireme sinyal yolu (MAPK) (Frangois ve ark., 2012)
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Dimorfizim bir ¢ok mayada gozlenirken yogun olarak S. cerevisiae ve C.
albicans ile calisilmistir. C. albicans’da da pseudohif olusumunda MAP kinaz
yolu rol oynamaktadir. S. cerevisiae’daki STE20, STE7 ve KSSI genlerinin C.
albicans ’daki fonksiyonel homologlar1 CST20, HST7 ve CEKI’dir. Bu genlerdeki
delesyon C. albicans’in kati besiyerinde hif olusumunu engellerken serumda
Candida hifi olusumu engellenememistir. C. albicans’daki filamentli gelisim azot
acligi, sicaklik artis1 ve pH gibi ¢esitli streslerden etkilenmektedir. Y. lipolitica’da
ise  Mhyl proteini STRE dizisine baglanarak filamentli gelisime gecisi
saglamaktadir (Palecek ve ark., 2002).

S. cerevisiae’da oldugu gibi morfogeneze karigsmis olan farkli genler
farklilasmay1 dolayl1 yolla etkileyebilmektedir. Ornegin C. albicans TPSI geninde
meydana gelen bir bozulma glukoz varliginda 37 °C’de; galaktoz ve gliserol
varliginda ise 42 °C’de hif olusumunu engellemektedir. Birinci durum glukoz
metabolizmasindaki degisimden dolay1 olabilecegi gibi ikinci durum yiiksek
sicaklikta trehaloz olmadigi bir durumda korunmak amacl reflekstir (Gancedo,

2001).
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2.MATERYAL

2.1.Materyal

2.1.1.Calismada kullamilan mayalar

Calismalar siiresince kullanilan Candida albicans ATCC 14053, S.
cerevisiae FY2, S. cerevisiae (dregl), S. cerevisiae X1278b suslart Uludag
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik bdliimiinden
elde edilmistir. Candida rugosa NRRL-Y-95, Metschnikowia fructicola NRRL-Y-
27328, Pichia stipitis NRRL-Y-8209, Yarrowia lipolytica NRRL-Y-1095,
Zygosaccharomyces bailii NRRL-Y-2227, Zygosaccharomyces rouxii NRRL Y-
229 suglar1 ise Agricultural Research Service (ARS)’den elde edilmistir.

Calismada kullanilan ve vajenden izole edilen izolatlar mayal, maya?,

maya3 ve maya4 olarak adlandirilmistir.

S. cerevsiae’da trehaloz ve glikojen birikimi ile ilgili cok sayida aragtirma
oldugu icin, S.cerevisiae (Aregl) yogun glikojen iiretimi, Saccharomyces
cerevisiae 2'1278b ise yogun pseudohifsel gelisimi nedeni ile kontrol suslar olarak

tercih edilmistir.

2.1.2.Calismada kullanmilan ¢ozeltiler

0.25 M Na,COj; ¢ozeltisi
N32CO3 26.5 g
Distile su 1000 mL

0.25 M Na,COj; ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 26.5 g Na,COj; toplam hacim
1000 mL olacak sekilde distile suda ¢6ziilmiis ve otoklavda (Hirayama HV-50L)
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121 °C’de 15 dak. 1.5 atm basincinda steril edildikten sonra kullanilmistir (Parrou

ve ark., 1997).

1M Asetik asit cozeltisi

Asetik asit 57.7 mL
Distile su 1000 mL

IM asetik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in % 99’ luk asetik asit stok
¢ozeltisinden (M=60.05 g / mol) 57.7 mL asetik asit alinarak toplam hacim 1000
mL olacak sekilde steril distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir (Parrou ve ark.,

1997).

0.2 M Sodyum asetat ¢ozeltisi

Sodyum asetat 272 ¢
Distile su 1000 mL

0.2 M sodyum asetat ¢dzeltisi i¢in 27.2 g sodyum asetat toplam hacim
1000 mL olacak sekilde distile suda ¢oziilmiis ve otoklavda (Hirayama HV-50L)
121 °C’de 15 dak. 1.5 atm. basincinda steril edilerek kullanilmustir (Parrou ve

ark., 1997).

a-Amiloglukosidaz (Sigma A-7420)

a-amiloglukosidaz 0,0037 g
0.2 M Sodyum asetat ¢ozeltisi 200 pL
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a-Amiloglukosidaz liyofilize enzim olarak satin alinmistir. Calismalardan
once her seferinde 0.0037 g a-amiloglukosidaz steril 200 pL 0.2 M sodyum asetat
(CH3COONa) cozeltisinde ¢oziilerek hazirlanmis ve deneylerde kullanilmistir
(Parrou ve ark., 1997).

Trehalaz (Sigma T-8778)

Enzim direkt olarak 3 mU olacak sekilde kullanilmis olup deneyler

stiresince -20 °C’ de saklanmustir (Parrou ve ark., 1997).

Stok glukoz, gliserol ve asetik asit ¢cozeltileri

Glukoz, gliserol ve asetik asit ¢ozeltileri % 20 (w/v) olacak sekilde distile
suda ¢oziilerek hazirlanmis ve 121 °C’ de 15 dak. 1.5 atm. basincinda otoklavda
steril edildikten sonra kullanilmistir. Sterilizasyondan sonra YPD (Yeast Pepton
Dextrose) besiyeri icin stok glukoz ¢ozeltisinden son konsantrasyon % 2 olacak
sekilde glukoz besiyerine ilave edilmistir. YPG (Yeast Pepton Gliserol) besiyeri
icin stok gliserol ¢ozeltisinden son konsantrasyon % 2 olacak sekilde gliserol
besiyerine ilave edilmistir. YPAA (Yeast Pepton Asetik asit) besiyeri i¢in ise stok
asetik asit ¢ozeltisinden son konsantrasyon % 2 olacak sekilde besiyerine ilave

edilmistir (Tirkel, 2005).

TBE buffer (5X)

Tris Base S4¢g

Borik asit 275¢g

EDTA (0.5M) 20 mL (pH:8.0)
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Icerigi belirtilen soliisyon 1000 mL’de ¢dziinerek hazirlanmis olup

molekiiler analizlerde kullanilmustir.

2.1.3.Besiyerleri

Yeast Extract, Pepton (YP)

Yeast Extract 10g
Peptone 20g
D. su 1000 mL

Belirtilen besiyeri igerigine gore hazirlanip 121 °C* de 15 dak. 1.5 atm.
basincinda otoklavlanarak (Hirayama HV-50L) steril edilmistir. Hazirlanan
besiyeri, zengin igerikli besiyeri olarak ¢alismalarda kullanilmistir (Rose ve ark.,

1990).

Yeast extract glucose chloramphenicol agar (YGC Agar) (HIMEDIA)

Yeast Extract 5¢g
Glukoz 20g
Kloromfenikol 0.1g
Agar 15¢

Icerigi verilen ticari besiyeri 1000 mL’ de 40.10 g olacak sekilde tartilarak
121 °C’de 15 dak. 1.5 atm. basincinda otoklavlanarak (Hirayama HV-50L) steril

edildikten sonra izolasyon ¢alismasinda kullanilmistir (Deak ve Beuchat, 1996).
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Yeast nitrogen base (YNB)(Y-1251)

Ticari olarak satilan YNB besiyeri 1000 mL’> de 1.7 g olacak sekilde
tartildiktan ve filtre (0.2 um) sterilizasyonu yapildiktan sonra kullanilmistir (Rose
ve ark., 1990).

Synthetic low ammonium dextrose (SLAD)

YNB (azotsuz ve aminoasitsiz) 1.7¢g
10 mM Amonyum Siilfat SmL

Belirtilen maddeler toplam hacim 1000 mL olacak sekilde distile suda
¢6ziilmiis ve 121 °C’de 15 dak. 1.5 atm. basincinda otoklavda (Hirayama HV-
50L) steril edilmistir. Sterilizasyonun ardindan karbon kaynagi olarak steril %
20’1lik glukoz ¢ozeltisinden son konsantrasyon % 2 olacak sekilde glukoz ilave

edilmistir (Gimeno ve ark., 1992).

2.2.Kullanilan Kitler

Glukoz tayin Kiti: Glukoz Oksidaz Peroksidaz Kit (Glucose-TR) (Spinreact)
DNA izolasyon kiti: High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)
Saflagtima Kiti: QIA Quick Gel Extraction Kit (Qiagene)

RNA izolasyon kiti: Qiagene RNeasy Mini Kit

Reverse transkriptaz Kiti: Transcriptor High Fidelity ¢cDNA Synthesi Kit
(Roche)
SybrGreen Master Mix: Fast Start Essential DNA Green Master Mix (Roche)
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3.METOD

3.1.Arastirmada Kullamilan Maya Suslar1 ve Uretilmeleri

3.1.1.Arastirmada kullanilan izolatlarin saflagtirilmasi

Calismada identifikasyonlar1 yapilmak amaci ile daha o©nce vajen
kiiltiirlerinden izole edilen ve Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji
Labaratuvari’nda stok halinde bulunan o6rnekler Oncelikle YPD sivi besi
ortaminda canlandirilmis ve YGC Agar (HIEDIA) besiyerine inokiilasyonu
yapilarak 30 °C’de 3-4 giin boyunca inkiibe (Niive EN 500) edilmis ve saf olarak
elde edilmistir (Samson ve ark., 2004 ). Inkiibasyon sonunda saf olarak elde
edilen mayalar YPD Agar petrilerine pasajlanmistir. Bu sekilde saflagtirilmis olan
izolatlar +4 °C’de muhafaza edilmis ve ayrica % 20 gliserolde -70 °C’de
stoklanmigtir. Daha sonra izolatlarin sekans analizi yontemi ile tiirleri

belirlenmistir.

3.1.2.Arastirmada kullanilan suslarin iiretilmeleri

Bu calismada kullanilan maya suslar1 liyofilize halde elde edildiginden
YPD besiyerinde canlandirilmistir. YPD sivi ortamda canlandirilan bu kiiltiirler
YPD Agar petrilerinde 30 °C’de gelistirilmigtir. Mayalar ayni besiyerinde +4
°C’de ve % 20’lik gliserolde -70 °C’de stoklanarak arastirmalar siiresince

kullanilmustir.

Calismada kullanilan tiim suslar rutin amagclar i¢in standart yontem
kullanilarak ¢alkalamali inkiibatorde (Innova 44) 30 °C’de, 135 rpm’de YPD besi
ortaminda Uretilmistir (Rose ve ark., 1990). Yapilan arastirmalar farkli karbon
kaynaklar1 gerektirdiginde YPG (% 1 maya 0ziitii, % 2 pepton, % 2 gliserol) ve
YPAA (% 1 maya o6ziitii, % 2 pepton, % 2 asetik asit) besiyerleri kullanilmistir
(Rose ve ark., 1990).
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Bazi aragtirmalar maya hiicreleri minimal ortamda iiretilerek yapilmistir.
Minimal ortam i¢in Yeast Nitrogen Base (YNB) (amino asitsiz ve amonyum
stilfatsiz) kullanilmistir (Rose ve ark., 1990). Farkli azot kaynaklar1 gerektiginde
% 0.1 prolin ve % 0.1 tire kullanilmis olup oksidatif stres caligmalarinda
besiyerindeki son konsatrasyonu 40 pmol olacak sekilde menadion eklenmistir.
Metal stresi deneylerinde ise lireme ortamina son konsantrasyon 0.1 mM olacak
sekilde herbir metal ¢ozeltisinden eklenmistir (Parrou ve ark., 1999; Todorova ve

ark., 2009).

3.2.Glikojen ve Trehaloz Ol¢iimleri

Glikojen ve trehaloz birikimlerini belirleyebilmek i¢cin YPD sivi
besiyerinde gelistirilen mayalarin 30 °C’de 135 rpm’de 10 mL’lik baslangig
kiiltiirleri hazirlanmistir. 16 saat boyunca gelistirilen hiicrelerden baslangic
yogunluklar1 yaklasik olarak ODgy=0.2 olacak sekilde, 20 mL’lik taze
besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Hiicreler 30 °C 135 rpm’de karbonhidrat aghigi,
azot aghigl, sicaklik, oksidatif stres ve metal stresleri gibi farkli stres kosullarina
maruz birakilmistir. 8000 rpm’de 15 dak. santrifiij (Heraus Biofuge Stratos)
edilerek ¢oktiiriilen hiicrelerin siipernatantlart uzaklastirildiktan sonra bir kez 1
mL steril saf su ile yikanmis ve yas agirliklar1 belirlendikten sonra -80 °C’de

trehaloz ve glikojen dl¢limleri yapilincaya kadar muhafaza edilmistir.

Trehaloz ve glikojen tayini igin -80 °C’den g¢ikarilan hiicrelerin oda
sicakligina gelmeleri saglanmig ve 12.800 g’de santrifiij (Eppendorf 5415R)
edilerek ependorf tiiplerindeki su tamamen uzaklastirilmistir. Hiicrelerin yer aldigi
ependorf tiiplerine 0.25 M Na,COs; ¢ozeltisinden 250 pL eklenmistir. Hiicreler
par¢alanmalari i¢in su banyosunda (Julabo TW20) 95 °C’de 2 saat boyunca zaman
zaman karistirilarak inkiibe edilmistir. Su banyosundan ¢ikarilan hiicre lizatinin
icerisine 1 M asetik asitten 150 pL ve 0.2 M NaOAc’dan 600 pL eklenerek
toplam 1 mL hiicre lizat1 elde edilmistir. Trehaloz ve glikojen Ol¢iimii i¢in hiicre
lizat1 iki esit parcaya boliinmiis olup glikojen Sl¢iimii icin 500 pL’lik ilk kisma
100 pg a-amiloglikosidaz enzimi (sigma A-7420) ilave edilip 57 °C’de 18 saat
inkiibe (Niive EN500) edilmistir, 500 pL’lik ikinci siispansiyona ise trehaloz
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miktarini belirleyebilmek i¢cin 3mU trehalaz enzimi (sigma, T-8778) ilave edilerek
37 °C’de 18 saat siire ile inkiibasyona (Niive EN500) birakilmistir (Parrou ve
Francgois, 1997). inkiibasyondan sonra hiicre ve enzim siispansiyonu 12.800 g’de
santrifiij (Eppendorf 5415R) edilmis ve siipernatant kisimlar1 kullanilarak glukoz
oksidaz-peroksidaz (GOD-POD) kiti ile enzimatik reaksiyonlar sonucu ortaya
cikan glukoz miktar1 kit protokoliine uygun olarak belirlenmistir (Goldstein ve
Lampen, 1975). Siipernatantan 20 pL alinarak 980 uL GOD-POD enzim karigimi
igerisine eklenmis, 30 °C’de 30 dak. su banyosunda (Julabo TW20) bekletilmis ve
daha sonra spektrofotometrede (Beckman Coulter DU 530) ODs46’da absorbanlari
Olctilerek standart glukoz ¢ozeltisine gore glukoz miktar1 belirlenmistir. Glukoz
miktarlar1 mayalarin yas agirliklar1 ile normalize edilerek sonuclar kaydedilmistir.

Deneyler ayni sartlarda 4 kez tekrarlanmgtir.

3.3.Zamana Bagh Trehaloz ve Glikojen Miktarimin Belirlenmesi

C. albicans, C. rugosa, M. fructicola, P. stipitis, Y. lipolytica, Z. bailii, Z.
rouxii, S.cerevisiae ve S. cerevisiae (Aregl)’in zamana bagl glikojen ve trehaloz
birikimlerini belirleyebilmek icin Oncelikle mayalarin 10 mL YPD sivi
besiyerinde 30 °C’de 135 rpm’de 16 saatlik inkiibasyon (Innova 44) sonucu
baslangi¢ kiiltiirleri hazirlanmistir. Baslangic yogunluklari yaklasik olarak
ODgp0=0.2 olacak sekilde taze besiyerine (YPD) inokiilasyonlar1 yapilmis olan
maya hiicreleri 30 °C” de 135 rpm’ de inkiibasyona (Innova 44) birakilmis ve 6,
12, 24, 48, ve 72. saatlerde yaklasik olarak 50-60 mg (yas agirlik) maya
spektrofotometrik olarak belirlenerek ortamdan alinmig 8000 rpm’de 15 dak.
santrifiij (Heraus Biofuge Stratos) edilmistir. Siipernatantlar1 ortamdan tamamen
uzaklagtirildiktan sonra iki kez ImL steril distile su ile yikanan hiicrelerin yas
agirliklar belirlenmis ve kisim 3.2°de belirtilen enzimatik yontem ile trehaloz ve

glikojen dlgtimleri yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.4.Karbonhidrat Achginin Glikojen ve Trehaloz Birikimine Etkisinin
Belirlenmesi

Maya susglarinin besiyerinde olusturulan karbonhidrat aghiginda biriktirdigi
trehaloz ve glikojen miktar1 aragtirllmigtir. Arastirmada karbon kaynagi olarak
glukoz yerine % 2 gliserol ve % 2 asetik asit olmak iizere iki farkli karbon
kaynagi kullanilmistir. Son konsantrasyonlarinda ayr1 ayr1 % 2 gliserol ve % 2
asetik asit bulunan 10 mL’lik YP besiyerlerinde baslangi¢ kiiltiirii hazirlanan
hiicreler ayni igerikli 25 mL taze YP besiyerine ODgpo=0.2 olacak sekilde inokiile
edilmis ve 30 °C’de 135 rpm’de inkiibasyona (Innova 44) birakilmistir.
ODgpp=0.8"de toplanan hiicreler 8000 g’de 15 dak. santriifiij edilmis ve iki kez
ImL steril distile su ile yikandiktan sonra yas agirliklar1 hesaplanarak -80 °C’de
kistm 3.2°de belirtilen enzimatik yontem ile trehaloz ve glikojen Ol¢limleri

yapilincaya kadar muhafaza edilmistir.

3.5.Azot Achiginin Glikojen ve Trehaloz Birikimine Etkisinin Belirlenmesi

Maya suglarinin azot aclhigi ortaminda trehaloz ve glikojen birikimlerini
belirleyebilmek i¢in (amonyum fosfat ve aminoasit icermeyen) Yeast Nitrogen
Base (YNB) besiyeri kullanilmis olup azot kaynagi olarak son
konsantrasyonlarinda ayr1 ayr1 % 0.1 prolin ve % 0.1 iire olmak iizere farkl iki
azot kaynag1 igeren iki farkli besi yeri hazirlanmistir. Maya hiicrelerinin 10 mL’
lik % 0.1 prolin igeren ve 10 mL’ lik % 0.1 {ire igeren besiyerlerinde gecelik
kiiltiirleri hazirlanmig olup, ayni igerikli 25 mL taze besiyerine ODgpp=0.2 olacak
sekilde inokiilasyonlar1 yapilmustir. 30 °C’de 135 rpm’de inkiibasyona (Innova 44)
birakilan ve logaritmik fazda toplanan hiicreler 8000 g’de 15 dakika santrifiij
(Heraus Biofuge Stratos) edildikten sonra silipernatantlari uzaklastirilmis ve iki
kez 1mL streril distile su ile yikanip yas agirliklari belirlenmistir. Hiicreler
trehaloz ve glikojen miktar tayinleri kisim 3.2°de belirtilen enzimatik yontem ile

belirleninceye kadar -80 °C’de muhafaza edilmislerdir.
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3.6.0ksidatif Stresin Trehaloz ve Glikojen Birikimine Etkisinin Belirlenmesi

Oksidatif stresin maya suslar1 iizerindeki trehaloz ve glikojen birikimine
etkisini aragtirmak tizere 10 mL YPD besiyerinde 16 saat boyunca gelistirilen
hiicreler 25 mL YPD taze besiyerine ODgpp=0.2 olacak sekilde inokiile edilmigtir
ve 30 °C’de 135 rpm’de pre-log faza (ODgopo=0.5) gelinceye kadar inkiibasyona
(Innova 44) birakilmistir. Maya hiicrelerinin yogunluklart ODg=0.5 oldugunda
ortama son konsantrasyon 40 puM olacak sekilde menadion ilave edilmis
(Todorova ve ark., 2009) olup 4 saat boyunca 30 °C’de 135 rpm’de inkiibasyona
(Innova 44) birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda maya kiiltiirleri 8000 g’de
15 dak. santriifiij edilerek coktiiriilmiis olup iki kez ImL steril distile su ile
yikanan mayalarin yas agirliklar1 belirlenmistir. Hiicreler kisim 3.2°de belirtilen
enzimatik yontem ile trehaloz ve glikojen igerikleri belirleninceye kadar -80 °C’de

muhafaza edilmistir.

3.7.S1caklik Stresinin Trehaloz ve Glikojen Birikimine Etkisinin Belirlenmesi

Sicaklik stresinin mayalardaki trehaloz ve glikojen birikimine etkisini
belirlemek amaci ile test mayalar1 10 mL YPD besiyerinde 25 °C 135 rpm’de 16
saat gelistirilen hiicrelerden 25 ml taze YPD besiyerine ODgp0=0.2 olacak sekilde
iki seri inokiilasyon yapilmig ve 25 °C’de 135 rpm’de 1.5 saat boyunca
inkiibasyona (Innova 44) birakilmislardir. Bir seri hiicre 25 °C’den alinarak
sicaklik soku olusturulmak tizere 39 °C’de inkiibe (innova 44) edilmistir (Parrou
ve ark., 1997). Diger seri hiicre kontrol grubu olarak 25 °C’de gelistirilmeye
devam edilmistir. Farkli sicakliklarda 4 saat boyunca inkiibe edilen ve bu siire
sonunda 8000 g’de 15 dak. santrifiij (Heraus Biofuge Stratos) edilen maya
hiicreleri siipernatantlar1 uzaklastirildiktan sonra 2 defa ImL steril distile su ile
yikanmistir. Kisim 3.2°de belirtilen enzimatik yontem ile trehaloz ve glikojen

icerikleri belirleninceye kadar -80 °C’de muhafaza edilmislerdir.
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3.8.Metal Stresinin Trehaloz ve Glikojen Birikimine Etkisinin Belirlenmesi

Maya suslariin farkli metal streslerinde trehaloz ve glikojen birikimlerini
belirleyebilmek amaci ile maya suslar1 10 mL YPD besiyerinde 16 saat
gelistirildikten sonra 25 mL taze besiyerine ODgpo=0.2 olacak sekilde inokiile
edilmis ve 30 °C’de 135 rpm’de inkiibasyona (Innova 44) birakilmistir. Maya
kiiltiirlerine 1.5 saatin ardindan son konsantrasyonu 0.1 mM olacak sekilde
Fe (SO4)3, CuS0O4.5H,0, MgS04, CoCl,.6H,0, CdCl, ¢ozeltileri eklenmis olup 4
saat boyunca 30 °C’de 135 rpm’de inkiibasyona (Innova 44) birakilmistir. Kontrol
olarak ayni mayalar YPD besiyerinde metal stresi uygulanmadan 30 °C’de 135
rpm‘de ve deney grubu ile ayni siirelerde gelistirilmistir. 4 saat sonunda toplanan
deney grubu ve kontrol grubu mayalar 8000 g’de 15 dak. santrifiij (Heraus
Biofuge Stratos) edilmisdir. Her bir kiiltiiriin besiyerleri uzaklagtirildiktan sonra 1
mL steril distile su ile iki kez yikanan mayalarin yas agirliklar1 belirlenmistir.
GOD-POD Kkiti ile kisim 3.2’de belirtilen yontem kullanilarak trehaloz ve glikojen

icerikleri belirleninceye kadar -80 °C’de muhafaza edilmislerdir.

3.9.Pseudohifsel Gelisimin Trehaloz ve Glikojen Biriminine Etkisinin
Belirlenmesi

Maya suslar1 10 mL YPD besiyerinde 16 saat boyunca gelistirildikten
sonra 25 mL SLAD (Synthetic Low Ammonium Dextrose) besiyerine ODgpo=0.2
olacak sekilde inokiile edilmislerdir (Gimeno ve ark., 1992). Ayrica pseudohifsel
gelisimi tetiklemek amaci ile SLAD ortamina son konsantrasyon % 1 olacak
sekilde iso-propanol eklenmistir (Lorenz ve ark., 2000). Maya suslar1 30 °C’de
135 rpm’de inkiibe (innova 44) edilmistir. SLAD‘da gelistirilen seriye paralel
olarak kontrol olarak ayni mayalar YPD besiyerinde ve ayni kosullarda (30 °C-
135 rpm) gelistirilmistir. 24, 36, 48 ve 72. saatlerde her iki seriden Ornekler
alinarak pseudohifsel gelisim 151k mikroskobu ile takip edilmis ve

fotograflanmistir (Sekil 4.14).
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Maya suslarinin kontrol serilerinden ve SLAD besiyerinden toplanan
ornekler pseudohifsel gelismenin trehaloz ve glikojen birikimlerine etkisini
aragtirmak iizere 8000 g’de 15 dak. santrifiij (Heraus Biofuge Stratos) edilerek
coktiiriilmiis yas agirliklar1 belirlendikten sonra kisim 3.2°de belirtilen yontem ile

enzimatik tayini yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edilmislerdir.

3.11.1zole Edilen Mayalarin identifikasyonlarinin Yapilmasi

DNA izolasyonu i¢in Roche High Pure PCR Template Preparation Kiti
iiretici firmanm belirttigi sekilde kullanilmistir. Izole edilen 4 maya susuna
Mayal, Maya2, Maya3, Maya4 seklinde kod numaralar1 verilmistir. Izolatlar YPD
Agar besiyerinde 30 °C‘de 2 giin boyunca gelistirilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda toplanan bir 6ze dolusu 6rnek 100 pL. 1x PBS’de ependorflar igerisinde
siispanse edilmistir. Vortekslenen (Heidolph Reax Control) hiicre siispansiyonu -
80 °C’de 7 dak. bekletilerek fiziksel par¢alanma uygulanmistir. Ependorftaki
maya hiicreleri tizerine 200 pL baglanma tamponu ve 20 pL proteinaz K (100
mg/mL) eklenerek ters diiz edilen pelletler su banyosunda (Julabo TW20) 10 dak.
72 °C’de inkiibe edilmistir. Ornekler karisim toplama tiiplerinin igerisine konan
filtreler lizerine aktarilmis ve 1 dak. 8000 g’de santrifiij (Eppendorf 5415R)
edilmistir. Yeni toplama tiiplerine aktarilan filtreler tizerine 500 pL inhibitor
uzaklagtirma tamponu eklenmistir. 1 dak. 8000 g’de santrifilij (Eppendorf 5415R)
yapildiktan sonra yeni toplama tiiplerine aktarilan filtreler tizerine 450 pL. yikama
tamponu aktarilmistir. Hiicreler tekrar 1 dak. 8000 g’de santrifiij (Eppendorf
5415R) edilmis ve bir kez daha 450 pL yikama tamponu eklendikten sonra 10 sn
13.000 g’de santrifiij (Eppendorf 5415R) edilmistir. Yeni ependorflara aktarilan
filtreler ortamdaki alkoliin uzaklasmasi i¢in kapaklari agik olarak 5 dak.
bekletilmis ve daha 6nceden su banyosunda (Julabo TW20) 72 °C’de isitilan
elisyon ¢ozeltisinden 50 pL filtreler iizerine aktarilmistir. Kapaklar1 kapali olarak
2 dak. kadar bekletilen ependorf icerisindeki filtreler 1dak. 8000 g’de santrifiij
(Eppendorf 5415R) edilerek DNA’larin eliisyon buffer ile birlikte ependorflarda
toplanmasi saglanmistir. DNA ornekleri 1 kb marker esliginde 6X lik yiikleme
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boyast ile 3 pL. hacminde 50 mg/mL etidium bromiir iceren % 1’lik agaroz jele
ylklenerek 1X TBE tamponunda 90 V’da 40 dak. yiiriitme isleminden sonra UV

transilluminatérde (Uvitec) incelenerek, -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.12.incelenecek Gen Bélgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile
Amplifikasyonu

Tiirlerin tanimlanmas1 ve belirlenmesi i¢in mayalar i¢in tanimlanan
evrensel primerler ITS1-ITS4 (White ve ark., 1990) kullanilmig olup ITS1-5.8S
rDNA-ITS2 gen boélgeleri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmisdir.
PZR i¢in 1 pL kalip DNA olmak iizere 2.5 pL Taq polimeraz tamponu, 2.5 pL
25mM MgCly, 2 pL ANTP karisimi (2mM; dATP, dGTP, dCTP, dTTP ), 2°ser pL.
primer (Cizelge 3.1), 0.3 uL Taq polimeraz (5 U/ uL ) ve 12.7 pL streril distile su
olmak {izere toplam hacmi 25 pL olan reaksiyon karisimi kullanilmistir.
Reaksiyonlar i¢in Bio-Rad i-cycler ve Techne TV-5000 Thermal Cyclerlar
kullanilmis olup PZR reaksiyonunda asagida verilen ¢ogaltim ajanlar1 ve stireleri

uygulanmigstir.

95°C de 2 dak.
35 dongi

94 °C 40 sn
55°C 40 sn
72°C 1 dak
72°C 5dak

4 °C siiresiz
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Elde edilen PZR iirtinleri 1 kb marker esliginde 6X lik yiikleme boyasi ile
3 pL hacminde 50 mg/mL etidium bromiir iceren % 1’°lik agaroz jele yiiklenerek
1X TBE tamponunda 90 V’da 40 dak. yiriitme isleminden sonra UV

transilluminatorde (Uvitec) incelenmistir.

Cizelge 3.1. ITS1-1TS4 primerler

ITS1 primerinin niikleotid 5’- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
dizisi:

ITS4 primerinin niikleotid 5’- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
dizisi:

3.11.PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PZR iiriinlerinin saflagtirilmasi icin QIA Quick Gel Extraction Kit
protokolii uygulanmistir. Bu amagla % 1’lik agaroz jelde yiiriitiillen 15 pL’lik
PZR o6rnegi UV transilluminatérde (Uvitec) gozlenerek, band steril bistiiri ile
agaroz jelden kesilmistir. Kesilen jel parcasi daha Onceden darasi alinmis
ependorflara aktarilmis ve agirligi belirlenmistir. 1 birim jele 1 birim membran
baglama soliisyonu eklenmistir. 50 °C’de 10 dak. su banyosunda (Julabo TW20)
bekletilen agaroz parcalarinin tamamen erimesi saglanmis ve bu siire igerisinde
orneklerin tamamen ¢6ziinmesi i¢in 2-3 dakikada bir vortekslenmistir (Heidolph
Reax Control). Her bir 6rnek 2 mL toplama tiipline yerlestirilen QIA quick spin
kolona aktarilmis ve 1 dak. 13.000 rpm’de santrifiij (Eppendorf 5415R) edilmistir.
Yeni toplama tiiplerine aktarilan kolon {izerine yeniden 500 pL baglanma
tamponu eklenmis ve 1 dak. 13.000 rpm’de santrifiij (Eppendorf 5415R)
yapilmistir. Yeni toplama tiiplerine aktarilan kolona 750 pL. membran yikama
soliisyonu ilave edilerek 3 dak. bekleme siiresinin ardindan 1 dak. 13.000 rpm’de
santrifiij (Eppendorf 5415R) yapilmistir. Tekrar 1 dak. 30 sn. santrifiijleri
(Eppendorf 5415R) yapilan kolonlar ependorflara aktarilmistir. Ortamdaki alkoliin
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uzaklastirilmasi i¢in ependorflarin kapaklar1 acgik olarak 2-3 dak. bekletilmistir.
PZR {iriiniinii elue etmek i¢in 50 pL eliisyon buffer kolonun merkezine aktarilmis
ve kolon agz1 kapali olarak 1 dak. bekledikten sonra 1 dak. 13.000 rpm’de
santrifiij (Eppendorf 5415R) edilerek PZR {iriiniiniin mikrofiij tiiplerine alinmast

saglanmistir.

Saflastirilan PZR {irtinleri 1 kb marker esliginde 6X lik yiikleme boyasi ile
2 pLL hacminde 50 mg/mL etidium bromiir igeren % 1’lik agaroz jele yiiklenerek
1X TBE tamponunda 90 V’da 40 dak. yiriitme isleminden sonra UV

transilluminatorde (Uvitec) incelenmistir.

3.12.Saflastirilmis PZR Uriinlerinin Dizi Analizi

Saf PZR iiriinleri elde edilen ITS1-5.8S rDNA-ITS2 gen bdélgelerinin dizi
analizini yapmak tizere her bir 6rnek i¢in toplam hacmi 10 mL olan ileri ve geri
primerleri iceren iki reaksiyon tiipii hazirlanmistir. Her bir PZR tiipii icerisine 2
puL 1.6 uM primer, 8 pl. Beckman Qick Start Master Kit eklenerek asagida
belirtilen kosullarda PZR yapilmustir.

30 dongii;
96 °C 20 saniye
55 °C 20 saniye

72 °C 1 dakika

Amplifikasyon sonrasinda saflastirma yapmak iizere Agencourt Clean
SEQ manyetik boncuk sistemi kullanilmigtir. Bunun i¢in 10 pL’ lik 6rnek i¢in 5.5
pL stop soliisyonu ( 0.5 pL steril distile su, 0.2 uL 3 M pH:5.2 sodyum asetat, 100
mM pH:8 sodyum EDTA ve 20 mg/mL glikojen) eklenmistir. Her bir 6rnege 10
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pL Agencourt Clean SEQ manyetik boncuk ve 55 pL % 73’liik izopropanol
eklenmis ve homojen karisimi saglanmistir. Ornekler manyetik alan olmaksizin 10
dak. bekletildikten sonra manyetik stanta alinarak 5 dak. bekletilmistir.
Siipernatant pipetdr ile uzaklastirilmis ve 200 uL. % 73’liikk izopropanol eklenmis
ve 3 dak. oda sicakliginda, manyetik stantta bekletilmistir. Daha sonra
orneklerden izopropanol uzaklastirilmis ve bu islem bir kez daha tekrarlanmistir.
10-20 dak. oda sicakliginda kurutmaya birakilan 6rnekler, 40 puL 6rnek yiikleme
soliisyonu (SLS) i¢inde ¢6ziilmiis ve manyetik stantta 5 dak bekletilmistir. Olusan
stipernatantin 35 ul.’si 96’11k platelere aktarilmis ve ayirma tamponu igeren ikinci

bir plate ile kapiller sisteme verilmistir (Beckman CEQ 8000).

3.13.Gen Dizilerinin Analizi

Incelenen izolatlara ait ITS1-5.8S rDNA-ITS2 gen bélgelerine ait dizi
bilgileri National Center of Biotechnology Information (NCBI)’in

www.ncbi.nlm.nih.gov adresindeki gen bankasi verileri ile BLAST programi

tizerinden karsilastirilarak filogenetik benzerlikleri ag¢isindan incelenmistir

(Altschul ve ark., 1997).

3.14.Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) i¢cin RNA
izolasyonu

Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) yapmak {iizere
tiim stres kosullarinda yiiksek trehaloz ve glikojen tireten sus C. rugosa ve kontrol

suslar olarak C. albicans ve S. cerevisiae se¢ilmistir.

Farkli stres kosullarina maruz birakilmis maya suslarindan RNA
izolasyonu icin Qiagene RNeasy Mini Kit kullanilmistir. Stres kosuluna maruz
birakilan hiicreler siipernatantlarindan santrifiijle (Eppendorf 5415R) ayrilarak 1
mL steril distile su ile yikanmis ve 1000 g’de 5 dak. santrifiij (Eppendorf 5415R)

edilerek ortamdaki su tamamen uzaklastirilmistir. Ependorflarda kalan su ise
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aspirasyonla uzaklastirilmigtir. Daha 6nceden 1 mL’sine 10 uL. B-Merkeptanol
eklenen liziz buffer’dan her bir 6rnege 600 pL eklenmis ve vortekslenmistir
(Heidolph Reax Control). Ornekler seramik boncuklar bulunduran tiiplere
aktarilarak MagNa lyser (Roche) cihazi ile 1 dak. en yiiksek hizda vortekslenip
(Heidolph Reax Control) ¢alkalanmig ve bdylece hiicreler mekanik parcalanmaya
maruz birakilmistir. 350 pL lizat yeni mirofiije alinmis ve 2 dak. 8000 g’de
santrifiij (Eppendorf 5415R) edildikten sonra siipernatantlar yeni mikrofiij tiipiine
aktarilmistir. 350 pL % 70’lik ethanol eklenerek pipet ile karistirilan 700 pL
ornek toplama tiiplerine yerlestirilen kolona aktarilmistir. Kapaklar1 kapatilip 15
sn 8000 g’ de santrifiij (Eppendorf 5415R) islemi sonrasi toplama tiipi
uzaklagtirilan kolona 700 pL baglanma tamponu eklenmistir. 15 sn 8000 g’de
santrifiijden (Eppendorf 5415R) sonra toplama tiipii yenilenen kolona 500 pL
yikama tamponu eklenerek 8000 g’de 15 sn santrifiij (Eppendorf 5415R) yapilmis
ve ayni igslem ikinci kez tekrarlanmistir; fakat bu defa 8000 g’de 2 dak. santrifiij
(Eppendorf 5415R) islemi uygulanmistir. Kolonlar mikrofiyj tiiplerine aktarilarak
tizerlerine 30 pL. RNaz igermeyen su eklenmistir. 1 dak. 8000 g’de santrifiij
(Eppendorf 5415R) islemi sonras1 mikrofiij tiipiine aktarilan RNA’larin safliklar
NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer) ile belirlendikten sonra cDNA eldesi

i¢in kullanilmustir.

3.15.cDNA Eldesi

Farklt stres kosullarina maruz birakilmis mayalardan saflastirilan
RNA’lardan cDNA’lar1 elde etmek {izere Roche Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kit protokolii uygulanmistir. 1. asamada PZR tiipii icerisinde 1 pg
RNA, 1 pL anchored-oligo(dT) primer (50 pmol / pL), 1.2 pL random hexamer
primer (600 pmol/ puL) ve toplam hacim 11.4 puL olacak sekilde pcr-grade su
iceren karisim hazirlanmigtir ve Veriti Thermal Cycler (AB) igerisinde 65 °C’de
10 dak. inokiile edilmistir. Bu siire icerisinde 2. asama i¢in gerekli olan ve 4 uL
5X reaksiyon buffer, 0.5 uL RNaz inhibitor (40 U / puL), 2 uL deoksiniikleotidler
(her birinden 10 mM), 1 uL DTT ve 1.1 pL revers transkriptaz’dan olusan karisim
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hazirlanmistir. 1. asama i¢in hazirlanan karigim siire sonunda Thermal Cycler’dan
cikarilarak ikinci karisimdan 1. karisim igerisine toplam hacim 20 pL olacak
sekilde eklenmis ve 50 °C’de 20 dakika, 85 °C’de 5 dakika olacak sekilde PZR
islemi baslatilmistir. Elde edilen cDNA’lar RT- PZR’da kullanilmak {iizere -80

°C’de saklanmistir.

3.16.RT PZR Ic¢in Primer Tasarim

RT- PZR’lar1 yapilacak olan mayalarin Trehaloz Fosfat Sentaz (TPS1) ve
Glikojen Sentaz (GSYI) gen bdlgesine ait ileri ve geri primerlerini belirlemek

lizere; S. cerevisiae igin gen bdlgeleri www.ncbi.nlm.nih.gov’dan elde edilerek

http://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer’den RT-PZR’a uygun primerler

belirlenmis ve sentezlettirilmistir (Ek 1). C. albicans ve C. rugosa igin ise

www.ncbi.nlm.nih.gov dan 7PS1 ve GSYI gen bolgeleri bilinen Candida tiirleri;

C. albicans, C. dubliensis, C. tropicalis, C. glabrata’nin dizileri

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/’dan  hizalanarak; gen  bdlgeleri

bilinmeyen C. rugosa igin ve C. albicans 1igin ortak primerler

http://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer’dan tasarlanmis ve

sentezlettirilmistir (Ek 2).

RT-PZR igin kontrol gen bolgesi olarak S. cerevisiae’nin Actin (ACTI)

gen bolgesine ait primerler www.ncbi.nlm.nih.gov ve

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ kullanilarak belirlenmis ve sentezlettirilmistir (Ek

3). Candida albicans ve Candida rugosa’ya ait ortak ACTI gen bolgesine ait
primerleri belirlemek amaci ile ACT1 gen bolgeleri bilinen Candida tiirleri; C.
albicans, C.  dubliensis, C. tropicalis, C. globrata’nin  dizileri

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/’dan  hizalanarak; gen  bdlgeleri

bilinmeyen C. rugosa igin ve C. albicans 1igin ortak primerler

http://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer’dan tasarlanmis ve

sentezlettirilmistir (Ek 4). Tiim primerlerin dizisi Cizelge 3.2°de belirtilmistir.
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Cizelge 3.2. RT-PZR analizlerinde kullanilan primer dizileri

PRIMER ADI

PRIMER DIiZiSi

S. cerevisiae ACTI R

5> CAATTCGTTGTAGAAGGTATGATGCC 3

S. cerevisiae ACT F

5> TGACGACGCTCCTCGTGCTGTCTT ‘3

Candida ACTI R

5> CCATATCGTCCCAGTTGGAAAC ‘3

Candida ACTI1 F

57 ATGTGTAAAGCCGGT TTTGCC G ’3

S. cerevisiae TPSI R

5’ TCTTCTTCAACCCTTCCAAC 3

S. cerevisiae TPS1 F

5> AGGCTAACAAACTAGGTACTCACA®3

Candida TPSI R

5" CATTAAATGRTAATCATGAACCCA ‘3

Candida TPS1 F

5> TGGCCACTTTTCCATTATCA 3

S. cerevisiae GSY I R

5’ TCT ACA CAA TGG CAG GGC TA 3

S.cerevisiae GSYI F

5> ACG AAA CAAACGATGCCATA’3

Candida GSYI R

5> TTGRTTGATTCTTTGTCTTCTGG ‘3

Candida GSY F

5 CTTGGGGTTACACKCCWGC ‘3

3.17.RT-PZR ile TPS1 ve GSY 1 Gen Bolgelerinin Transkripsiyon Oraninin

Goreceli Belirlenmesi

RT-PZR icin gerekli karisim Roche Fast Start Essential DNA Green

Master Mix ile hazirlanmistir. Bunun i¢in toplam karigim hacmi 20 pL olmak

tizere; 6 uL PZR grade su, 1 pL 10X ileri, 1 pL 10X geri primer, 10 pL master

mix (Taq DNA polimeraz, Reaksiyon buffer, ANTP karigimi, Sybr Green boyasi

ve MgCl,) ve son olarak 2 pL cDNA kullanilmistir. RT-PZR i¢in asagida verilen

cogaltim kosullar1 uygulanmistir.

95°C 600 saniye
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45 Dongii

95°C 20 saniye
55°C 20 saniye
72 °C 20 saniye
95°C 30 saniye
1 dongii

65°C 60 saniye
95°C 1 saniye

40 °C 30 saniye

RT-PZR i¢in karsilastirmali analiz yapmak amaci ile tek bir reaksiyon
dongiisiinde farkli stres kosullarina maruz birakilmis tek bir mayaya ait ayni gen
bolgelerinin (7PS1 veya GSYI) transkripsiyonu kontrol gen bdlgesi (ACT1) ile
birlikte ayn1 dongiide reaksiyona sokulmustur. Ayni zamanda stres kosullarinin
trehaloz sentaz (7PSI1) ve glikojen sentaz (GSYI) genlerinin transkripsiyona
etkisini belirleyebilmek amaci ile ayni reaksiyon dongiisiinde kontrol olarak
stressiz kosullarda gelistirilmis maya 6rnekleri de kullanilarak karsilagtirmalt RT-

PZR analizleri yapilmigtir.

60



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

4.BULGULAR

4.1.Zamana Bagh Trehaloz ve Glikojen Miktarinin Belirlenmesi

4.1.1.Zamana bagh trehaloz miktarinin belirlenmesi

C. albicans, C. rugosa, M. fructicola, P. stipitis, Y. lipolytica, Z. bailii, Z.
rouxii, S. cerevisiae ve S. cerevisiae (Aregl)’in zamana bagl trehaloz birikimleri

Sekil 4.1°de verilmistir.

Zamana Bagh Trehaloz Birikimi
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Sekil 4.1.Farkli maya tiirlerinde lireme siirecine bagli olarak belirlenen trehaloz miktarlar (ug

glukoz / mg) (n=4)

Farkli maya tiirlerine ait trehaloz miktar1 pg glukoz / mg olarak

belirlenmistir. Verilere gore C. rugosa, S. cerevisiae, S. cerevisiae (Aregl) ve Z.
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baili’de diger mayalara gore daha yiiksek trehaloz birikimi belirlenmistir. Z. baili
icin en yiiksek trehaloz miktar1 72. saatte 4.75 + 0.37 ug glukoz / mg iken C.
rugosa’nin en yiiksek trehaloz miktar1 48. saatte 3.05 + 0.02 pg glukoz / mg, S.
cerevisiae’nin en yiiksek trehaloz miktar1 48. saatte 3.99 + 0.02 pg glukoz / mg ve
S. cerevisiae (Aregl)‘in en yiiksek trehaloz miktari ise 6. saatte 4.89 + 0.01 ug
glukoz / mg olarak belirlenmistir. Z. bailii, S. cerevisiae ve S. cerevisiae
(4Aregl)’in en diisiik trehaloz miktarlari ise 24. saatte tesbit edilmistir. Z. bailii igin
bu deger 0.38 £ 0.02 pg glukoz / mg, S. cerevisiae i¢in 0.69 £+ 0.08 ng glukoz /
mg ve S. cerevisiae (Aregl) igin ise 0.52 + 0.02 pg glukoz / mg’dir. Diger maya
suslarindaki trehaloz birikimi bu {i¢ maya susuna oranla oldukc¢a diisiik olup C.
albicans disindaki tiim maya suslarinda en diisiik trehaloz birikimine 24. saatte
rastlanmistir. En diisiik trehaloz birikimi ise M. fructicola susunda 24 saatte

belirlenmis olup 0.01 = 0.00 pg glukoz / mg’dir.

4.1.2.Zamana bagh glikojen miktarinin belirlenmesi

Maya hiicrelerinin biriktirdigi glikojen miktar1 zamana ve tiire gore
farklilik gostermistir. En yiiksek glikojen miktar1 C. rugosa‘ya ait olup yliksek
glikojen tretimi ile bilinen kontrol sus S. cerevisiae (Aregl)’den oldukg¢a
yiiksektir. C. rugosa’nin biriktirdigi glikojen miktar1 12. saatte 9.31 + 0.49 pg
glukoz / mg olarak belirlenirken 6. saatte biriktirdigi glikojen miktar1 (8.20 + 0.21
ug glukoz / mg) ve 72. saatte biriktirdigi glikojen miktar1 (6.98 + 1.22 ng glukoz /
mg) diger maya suslarinin farkli zamanlarda biriktirdigi glikojen miktarindan
daha ytiksektir. C. rugosa’nin en diisiik trehaloz birikimine 48. saatte rastlanmis
olup 4.66 + 0.53 pg glukoz / mg’dir. Z. bailii ve M. fructicola’da 12. saatte, Z.

rouxii’de ise 48 saatte glikojen birikimine rastlanmamustir (Sekil 4.2).
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Zamana Bagh Glikojen Miktar1
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pg glukoz / mg
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Sekil 4.2.Farkli maya tiirlerinde lireme siirecine bagli olarak belirlenen glikojen miktarlart (pg

glukoz / mg) (n=4)

4.2.Farkh Stres Kosullarina Maruz Birakilan Mayalarin Trehaloz ve
Glikojen Metabolizmasi

4.2.1.Farkh karbon kaynaklarinin trehaloz metabolizmasina etkisi

Herbir mayanin alternatif karbon kaynagi olarak kullanilan asetik asit ve
gliserolde iirettigi trehaloz miktar1 farkl olup, Z. bailii gliserolde 0.65 + 0.02 pg
glukoz / mg ve asetik asite 0.09 + 0.01 ng glukoz / mg olmak {izere; gliserolde
asetik asite gore daha fazla trehaloz biriktirmistir. Z. rouxii i¢in ise durum tam
tersi olmustur. Gliserolde biriktirdigi trehaloz miktar1 0.50 + 0.02 pg glukoz / mg
iken, asetik asitte 0.81 £+ 0.02 pg glukoz / mg trehaloz birikimi gézlenmistir. C.

albicans’in her iki alternatif karbon kaynaginda trehaloz birikimi oldukga diisiik

63



@) ANADOLU UNIVERSITESI

olup bu miktarlar gliserolde 0.01 + 0.02 pg glukoz / mg, asetik asitte 0.04 + 0.01
ng glukoz / mg’dir. P.stipis’de trehaloz birikimi Z. bailii’de oldugu gibi alternatif
karbon kaynagi olarak gliserol kullanildiginda daha fazladir ve asetik asit
kullanildiginda trehaloz birikimi gézlenmezken gliserol varliginda 0.12 + 0.02 pg
glukoz / mg*dir. C. rugosa’nin gliserol varliginda trehaloz birikimi 0.43 + 0.03 pg
glukoz / mg iken asetik asit varliginda trehaloz varligina rastlanmamistir. M.
fructicola ve Y. lipolitica’da asetik asit varliginda trehaloz birikimi gézlenmezken
gliserol varliginda ise ¢ok az olmak {izere; Y. lipolitica i¢in 0.02 + 0.02 pg glukoz
/ mg ve M. fructicola igin ise 0.004 + 0.00 pg glukoz / mg olarak belirlenmistir. S.
cerevisiae’da her iki alternatif karbon kaynagi varliginda trehaloz birikim
degerleri yakin olup diger maya suslarindan daha yiiksektir. Asetik asit varliginda
trehaloz miktar1 1.22 + 0.01 pg glukoz / mg iken gliserol varliginda ise 1.25 +
0.03 pg glukoz / mg’dir. S. cerevisiae (Aregl) igin ise asetik asitte trehaloz
birikimi 0.85 + 0.02 pug glukoz / mg iken gliserolde 0.63 + 0.00 ug glukoz / mg
olarak belirlenmistir (Sekil 4.3).

Farkh Karbon Kaynaklarinda Trehaloz Birikimi
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Sekil 4.3.Farkli maya tiirlerinde alternatif karbon kaynaginin trehaloz birikimine etkisi (ug glukoz
/ mg) (n=4)
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4.2.2.Farkh karbon kaynaklarinin glikojen metabolizmasina etkisi

Maya suslarinin alternatif karbon kaynaklarinin bulundugu ortamda
trehaloza oranla daha fazla glikojen biriktirdigi gozlenmistir. Y. [lipolitica
disindaki tiim mayalarda asetik asitin bulundugu ortamda biriken glikojen miktar1
gliserol bulunan ortamdan daha yiiksek olmustur. En yiiksek glikojen miktarina
asetik asit bulunan ortamda C. albicans’la ulasilmis olup 6.55 + 0.07 ug glukoz /
mg olarak tesbit edilmistir. ikinci yiiksek trehaloz birikimi yine asetik asitin
bulundugu ortamda P. stipis ile elde edilmis olup 3.57 + 0.05 pg glukoz / mg
olarak belirlenmistir. Z. bailii i¢in glikojen miktar1 diger maya suslarina oranla
diisiik olup asetik asit varhiginda 0.23 + 0.01 pg glukoz / mg iken gliserol
varliginda glikojen birikimi goézlenmemistir. Y. lipolitica’min glikojen miktari
gliserol varliginda 1.77 + 0.16 pg glukoz / mg’dir. Glikojen iiretimi agisindan
kontrol sus olarak kullanilan S. cerevisiae (4 regl) ’in glikojen birikimi asetik asit
varliginda daha yiiksek olup 1.98 + 0.08 pg glukoz / mg olarak belirlenmistir
(Sekil 4.5).

Farkh Karbon Kaynaklarinda Glikejen Birikimi
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Sekil 4.5.Farkli maya tiirlerinde alternatif karbon kaynagmin glikojen birikimine etkisi (pug
glukoz/mg) (n=4)
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4.2.3.Farkh azot kaynaklarinin trehaloz metabolizmasina etkisi

Z. bailii’de azot kaynagi olarak hem iire hem de prolinin kullanildig: farkl
iki minimal besi ortamlarinda diger mayalara oranla yiiksek trehaloz miktarina
ulagilmistir. Z. bailii igin tirenin bulundugu besiyerinde trehaloz miktart 2.72 +
0.02 ng glukoz / mg iken prolinin bulundugu ortamda 2.78 + 0.06 ug glukoz / mg
olarak belirlenmistir. Z. rouxii, C. albicans, P. stipis ve C. rugosa igin iirenin yer
aldigr minimal ortamda trehaloz miktar1 prolin bulunan ortama oranla daha
yiiksek olmustur. Y. lipolitica ve M. fructicola igin ise her iki azot kaynaginda da

trehaloz birikiminin yakin degerlerde oldugu gozlenmistir (Sekil 4.6).

Farkh Azot Kaynaklarinda Trehaloz Birikimi
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Sekil 4.6.Farkli maya tiirlerinde alternatif azot kaynaginin trehaloz birikimine etkisi (ug glukoz /

mg) (n=4)

S. cerevisiae i¢in ise prolinin bulundugu ortamda trehaloz birikimi daha
yiiksek olarak tespit edilmis olup, S. cerevisiae i¢in 1.20 + 0.02 pg glukoz / mg
iken S. cerevisiae (4 regl) i¢in 1.20 £ 0.02 pg glukoz / mg olarak saptanmistir. En
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diisiik trehaloz birikimleri ise Z. rouxii i¢in prolinin bulundugu ortamda 0.04 +
0.00 pg glukoz / mg olup, C. albicans i¢in prolinin bulundugu ortamda 0.04 +
0.00 pg glukoz / mg ve S. cerevisiae i¢in iirenin bulundugu ortamda 0.003 + 0,00
pg glukoz / mg olarak tesbit edilmistir (Sekil 4.6).

4.2.4.Farkh azot kaynaklarinin glikojen metabolizmasina etkisi

Alternatif azot kaynaklar1 kullanilarak yapilan calismada en yliksek
glikojen miktar1 azot kaynagi olarak iire iceren ortamda C. rugosa’dan elde
edilmis olup 11.78 = 0.30 pg glukoz / mg olarak belirlenmistir. Kontrol sus olarak
kullanilan S. cerevisiae (Aregl)’in iire varliginda irettigi glikojen miktar1 2.97 +

0.13 iken prolin varliginda 4.43 + 0.04 pg glukoz / mg’dir (Sekil 4.7).

Farkh Azot Kaynaklarinda Glikojen Birikimi

13
12
11
10
9
8
g 7
E 6
= 5
= 4
£ 3
2
1 .
0 .
N 2 S & o O
(\)‘00\ (‘}o\‘* \«&0&\ Qﬁ&@ N"oos o\.‘“e

H {ire glikojen ® prolin gli

Sekil 4.7.Farkli maya tiirlerinde alternatif azot kaynaginin glikojen birikimine etkisi (ug glukoz /
mg) (n=4)
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Urenin bulundugu minimal ortamda Z. bailii’de 0.32 + 0.11 pg glukoz /
mg , Z. rouxii’de 1.40 £ 0.09, C. albicans’da 1.28 + 0.04 ng glukoz / mg, P.
stipis’de 2.67 £ 0.2 pg glukoz / mg, Y. lipolitica’da 3.48 £ 0.2 ng glukoz / mg, M.
fructicola’da 1.07 £ 0.06 pg glukoz / mg, S. cerevisiae’da 0.95 = 0.09 ve S.
cerevisiae (4 regl) i¢in 2.97 + 0.13 ng glukoz / mg glikojen birikimi oldugu.
belirlenmistir (Sekil 4.7).

Prolinin bulundugu ortamda ise Z. bailii (0.44 + 0.04 pg glukoz / mg), Z.
rouxii (3.25 + 0.07 g glukoz / mg), S. cerevisiae (2.09 + 0.1 pg glukoz / mg), S.
cerevisiae (Areg 1) (4.4 = 0.03 pg glukoz / mg) icin glikojen birikimi {ireli
minimal ortama gore daha yiiksek olmustur (Sekil 4.7).

4.2.5.0ksidatif stresin trehaloz metabolizmasina etkisi

Oksidatif stres olusturmak amaci ile YPD besiyerine menadion
eklenmistir. Stres kosulu altinda tim maya suslarinin trehaloz birikimi Sekil
4.8’de verildigi gibi olup stressiz kosullarda gelistirilen maya suslarida kontrol

olarak gosterilmistir.

Yapilan ¢aligma sonucunda oksidatif stres varliginda Z. bailii’de trehaloz
miktar1 2.45 + 0.03 pg glukoz / mg, Z. rouxii’de 2.31 + 0.06 pg glukoz / mg C.
albicans’da 2.24 + 0.00 pg glukoz / mg, P. stipis’de 1.55 £ 0.10 pg glukoz / mg,
C. rugosa’da 1.58 £ 0.10 pg glukoz / mg, Y. lipolitica’da 0.94 = 0.07 pg glukoz /
mg, M. fructicola’da 0.87 + 0.02 nug glukoz / mg, S. cerevisiae‘da 1.01 + 0.09 pg
glukoz / mg ve S. cerevisiae (4 reg 1)’de ise 2.24 + 0.10 ng glukoz / mg olarak
belirlenmistir. Z. bailii, Z. rouxii, C.albicans, P.stipis C. rugosa ve Y. lipolitica
i¢in oksidatif stresin kontrol olarak kullanilan stressiz kosullardakinden daha fazla
trehaloz {irettigi belirlenmistir. Oksidatif stres M. fructicola, S. cerevisiae ve S.
cerevisiae (4 regl)’in trehaloz iiretimini tetiklememistir. Oksidatif stres kontrole
gore maya suslart arasinda en c¢ok P. stipis’i etkilemis olup trehaloz iiretimi
oksidatif stres altinda 4.62 kat artmistir. Kontrolde P. stipis‘in iirettigi trehaloz
miktar1 0.25 £ 0.04 ug glukoz / mg iken oksidatif streste 1.15 = 0.11 ug glukoz /
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mg olarak saptanmustir. Oksidatif stres altinda en fazla trehaloz tretimi Z.
bailii’de (2.45 £ 0.03 pg glukoz / mg), en az trehaloz iiretimi ise M. fructicola’da
(0.87 £ 0.02 ng glukoz / mg) gozlenmistir (Sekil 4.8).

OKksidatif Stresin Trehaloz Birikimine Etkisi
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Sekil 4.8.Farkli maya tiirlerinde oksidatif stresin trehaloz birikimine etkisi (ug glukoz / mg) (n=4)

4.2.6.0ksidatif stresin glikojen metabolizmasina etkisi

Oksidatif stresin glikojen birikimine etkisini belirlemek i¢in yaptigimiz
calismanin sonuglar1 kontrol olarak kullanilan stressiz kosullardaki glikojen

miktar1 ile Sekil 4.9°da verilmistir.

Oksidatif streste glikojen birikiminin trehaloz birikimine oranla daha fazla
oldugu gozlenmistir. En yiiksek glikojen miktar1 C. rugosa’da 10.21 + 0.40 pg

glukoz / mg olarak saptanmistir. C. rugosa nin stressiz kosullardaki glikojen
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iiretiminin oksidatif strese oranla daha diisiik ve 8.20 = 0.21 ug glukoz / mg
oldugu belirlenmistir. Kontrol sus olarak kullanilan ve yiiksek glikojen {iretimi
beklenen S. cerevisiae (Aregl) igin glikojen miktar1 8.66 + 0.20 iken stressiz
kosullarda 1.24 + 0.08 pg glukoz / mg olarak oldukca diisiik miktarda oldugu
gozlenmistir. Oksidatif stres altinda tiretilen glikojen miktarlart; Z. bailii igin 0.51
+ 0.12 ug glukoz / mg, Y. lipolitica i¢in 4.87 £+ 0.33 pg glukoz / mg, P. stipis i¢in
4.07 + 0.40 pg glukoz / mg, M. fructicola i¢in 0.68 + 0.06 pg glukoz / mg olarak
tespit edilmis ve bu degerlerin kontrol olarak kullanilan stressiz kosullardaki
glikojen iiretiminden yliksek oldugu gozlenmistir. Bunun yanisira diger maya
suglarinin oksidatif stres altinda glikojen tretimleri Z. rouxii 1.22 £ 0.00 pg
glukoz / mg, C. albicans 1.94 + 0.20 ng glukoz / mg, M. fructicola 0.67 + 0.20 pg
glukoz / mg ve S. cerevisiae 0.67 £ 0.20 pg glukoz / mg olarak tesbit edilmis olup
bu maya suslariin glikojen birikim degerleri kontrollerden diisiik olarak

belirlenmistir (Sekil 4.9).

Oksidatif Stresin Glikojen Birikimine Etkisi
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Sekil 4.9.Farkli maya tiirlerinde oksidatif stresin glikojen birikimine etkisi (ug glukoz / mg) (n=4)
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Oksidatif stres altinda glikojen birikimi en diisiik olan maya susu Z. bailii
(0.51 £ 0.12 pg glukoz / mg) olarak tesbit edilmistir. Kontrol ve oksidatif stres
arasinda glikojen iiretim farki en fazla S. cerevisiae (Aregl)’de gdzlenmis olup
oksidatif stres altinda stressiz kosullara goére 6.93 kat daha fazla glikojen

iretmigtir.

4.2.7.Farklh metal streslerinin trehaloz metabolizmasina etkisi

Son konsantrasyon 0.1 mM olacak sekilde metal ¢ozeltileri (Fe, (SO4)s,

CuS04.5H,0, MgS04, CoCl,.6H,0, CdCl,) ile olusturulan stres sonucunda maya

suslarinin olusturdugu trehaloz miktar1 Sekil 4.10°da verilmistir.

Metal Stresinde Trehaloz Birikimi

5,5

4,5

3,5

2,5 1

pg glukoz / mg

L5 1

0,5 1

A A S 25 o Lo o v
o & ,\0&\ %&\Q\ 000% e o &8 &

mCobalttre ®mFetre ®WMgtre ®Cutre ®Cdtre

Sekil.4.10.Farkli maya tiirlerinde metal stresinin trehaloz birikimine etkisi (ug glukoz / mg) (n=4)
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Tim maya suslarinda Fe(IIl) stresinde olusturulan trehaloz miktar1 diger
metal streslerine oranla daha fazladir. Ozellikle Fe(IIl) stresinde trehaloz
tiretiminin en yiiksek gdzlendigi maya suslari; Z. bailii igin 4.25 + 0.24 ng glukoz
/ mg, C. albicans igin 2.65 £ 0.19 pg glukoz / mg, C. rugosa i¢in 3.05 £ 0.02 pg
glukoz / mg ve S. cerevisiae (4 regl) igin ise 5.63 + 0.20 pg glukoz / mg olarak
belirlenmistir. Fe(IIl) stresinde en az trehaloz lireten maya susu Y. lipolitica olup
0.48 = 0.02 pg glukoz / mg olarak belirlenmistir. Maya suslarinin Fe(III)’den
sonra en ¢ok trehaloz biriktirdigi metal ¢ozeltisi CdCly’dir. Ozellikle Z. bailii
(3.12 £ 0.11 pg glukoz / mg), Z. rouxii (2.25 + 0.06 pg glukoz / mg), C. albicans
(2.73 = 0 pg glukoz / mg), S. cerevisiae (1.57 = 0.13 pg glukoz / mg) ve S.
cerevisiae (4 regl) (3.74 + 0.04 ng glukoz / mg) i¢in Cd stresindeki degerler
Fe(III) stresindeki deki degerlere oldukca yakin olmustur (Sekil 4.10).

Z. bailii en az trehalozu Co stresinde biriktirmis olup 1.49 + 0.04 pg
glukoz / mg iken Z.rouxii i¢in en az trehaloz birikimi Co stresinde gerg¢eklesmis
olup 0.26 + 0.05 pg glukoz / mg olarak tesbit edilmistir. Diger maya suslarinin en
az trehaloz biriktirdigi metal stresi ve degeri; C. albicans igin Cu stresinde 0.13 +
0.04 ng glukoz / mg; P.stipitis i¢cin Mg stresinde 0.09 = 0.01 g glukoz / mg, C.
rugosa i¢in CoCl,.6H,0 stresinde 0.35 £+ 0.13 pg glukoz / mg, Y. lipolitica igin Cd
stresinde 0.22 + 0.02 pg glukoz / mg ve S. cerevisiae (4 regl) igin Mg stresinde
2.45 £+ 0.20 pg glukoz / mg olarak belirlenmistir (Sekil 4.10).

4.2.8.Farkh metal streslerinin glikojen metabolizmasina etkisi

Farkl1 metal streslerinde farkli maya suslarinin biriktirdigi glikojen miktar1
Sekil 4.11°de verilmistir. Z. baili nin farkli metal streslerinde glikojen iiretimi
oldukca diistiktliir ve en yliksek glikojen tiretimi Cd stresinde 0.62 + 0.11 pg
glukoz / mg olarak belirlenmis olup Fe(Ill) stresinde glikojen iiretimi
gozlenmemistir. Z. rouxii nin Fe(Ill) stresinde iirettigi glikojen miktar1 diger
metal streslerine oranla daha yiiksek olup 7.20 + 0.03 pg glukoz / mg olarak
belirlenmis en diisiik glikojen iiretimi ise Co stresinde ger¢eklesmis ve 1.43 + 0.02

pg glukoz / mg olarak saptanmustir. C. albicans’in Cd stresindeki glikojen miktari
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5.84 £ 0.03 pg glukoz / mg ve Fe(Ill) stresindeki glikojen miktar1 degeri 5.46 +
0.00 pg glukoz / mg ¢ok yakin olarak gozlenmistir. C. albicans’m en diisiik
glikojen tirettigi metal stresi Cu’dir ve glikojen miktar1 2.12 + 0.11 pg glukoz /
mg olarak belirlenmistir. P. stipitis en yliksek glikojen birikimini CoCl,.6H,O
stresinde gergeklestirmis olup 9.31 + 0.04 pg glukoz / mg, en diistik glikojen
birikimini ise MgSO4 stresinde gerceklestirmis olup 3.35 + 0.14 pg glukoz / mg
olarak tesbit edilmistir. Maya susglar1 arasinda en yiiksek glikojen birikimine C.
rugosa ile Fe(Ill) stresinde ulagilmis olup 12.95 + 0.10 pg glukoz / mg olarak
saptanmustir. C. rugosa nin farkli metal streslerinde glikojen tiretimi diger maya
suslarina ve kontrol susa oranla yiiksek olup en diisiik glikojen tiretimi 6.29 + 0.13
pg glukoz / mg olarak Mg stresinde gerceklesmistir. Y. lipolitica’nin Fe(III)
stresinde glikojen tiretimi 5.11 + 0.18 pg glukoz / mg ile Cd stresindeki glikojen
birikimi 4.96 + 0.08 ng glukoz / mg degerleri oldukca yakin olup diger metal
streslerinden daha etkili glikojen iiretimine sebep olmustur. Y. lipolitica igin en
diisiik glikojen tiretimi ise Mg stresinde ve 1.86 + 0.30 pg glukoz / mg olarak
belirlenmistir (Sekil 4.11).

M. fructicola’nin Co stresinde lrettigi glikojen miktar1 8.75 £ 0.18 pg
glukoz / mg olup diger metal streslerinde glikojen tiretimi olduk¢a diisiik olarak
belirlenmis ve en diisiik glikojen degerine Cd stresinde rastlanmis olup degeri
0.06 £ 0.00 ng glukoz / mg olarak belirlenmistir. S. cerevisiae i¢in tim metal
streslerinde glikojen birikimi oldukga diisiik olup en yiiksek Fe(III) stresinde 0.55
+ 0.05 pg glukoz / mg ve en diisiik Cd stresinde 0.02 + 0.01 pg glukoz / mg
degerleri elde edilmistir. Kontrol sus olarak kullanilan S. cerevisiae (4 regl)’in
Fe(III) stresindeki glikojen iiretimi diger streslere gore daha yiiksek olup 5.40 +
0.20 pg glukoz / mg olarak belirlenmis en diisiik glikojen iiretimi ise Co stresinde

2.45 £ 0.04 pg glukoz / mg olarak tesbit edilmistir (Sekil 4.11).
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Metal Stresinde Glikojen Birikimi
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Sekil 4.11.Farkli maya tiirlerinde metal stresinin glikojen birikimine etkisi (ug glukoz / mg) (n=4)

4.2.9.S1caklik stresinin trehaloz metabolizmasina etkisi

Sicaklik stresi olusturmak amaci ile 25 °C’de gelistirilen mayalar 39 °C’de
sicaklik stresine maruz birakilmig ve trehaloz birikimlerine karsilastirmali olarak

bakilmig sonuglar Sekil 4.12°de belirtilmistir.

25 °C’de tiim mayalarda trehaloz birikimi oldukg¢a diisiik iken 39 °C’de
trehaloz birikiminin tiim mayalarda arttig1 gézlenmistir fakat bu oran tiim mayalar
icin farkli degerlerdedir. Sicaklik stresi ile trehaloz birikiminde en fazla artis
gOsteren mayalar; M. fructicola 39 °C’de 9.59 + 0.64 pg glukoz / mg, 25 °C’de ise
0.16 = 0.05 pg glukoz / mg, P.stipitis 39 °C’de 9.185 + 0.4 g glukoz / mg 25
°C’de ise 0.40 £ 0.06 pg glukoz / mg ve C. rugosa 39 °C’de 4.86 + 0.02 ug glukoz
/ mg 25 °C’de ise 0.35 £ 0.04 pg glukoz / mg olarak belirlenmistir. En yiiksek

74



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

trehaloz tretimi M. fructicola’da belirlenirken en diisiik trehaloz tiretimi ise Y.

lipolitica’da saptanmistir.

Sicaklik Stresine Bagh Trehaloz Birikimi

—
—_—

—
S
]

pg glukoz / mg
S = N W kA, N O 0 O

S SR R T &
(\)‘{0 \\0\6 Q N & Qo\\ o\,\o . N . >
| A | )
¢ ¢ ) g\;\w 5.& &

m 25 derece tre m 39 derece tre

Sekil 4.12.Farkli maya tiirlerinde sicaklik stresinin trehaloz birikimine etkisi (ug glukoz / mg)
(n=4)

4.2.10.S1caklik stresinin glikojen metabolizmasina etkisi

Sicaklik stresinin farkli maya tiirlerinde glikojen metabolizmasina etkisi
aragtirtlmis ve sicaklik stresinde biriktirdikleri glikojen miktar1 Sekil 4.13°de

verilmigtir.
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Sicaklik Stresine Bagh Glikojen Birikimi
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Sekil.4.13.Farkli maya tiirlerinde sicaklik stresinin glikojen birikimine etkisi (ug glukoz / mg)
(n=4)

Farkli maya tiirlerinin 25 °C’de {irettigi glikojen miktari ayni sicaklikta
uiretilen trehaloz miktarina gore daha yiiksek olup bazi mayalarda ise 39 °C’de
tiretilen glikojen miktar1 25 °C’dekinden daha diistiktiir. C. rugosa ve S. cerevisiae
(Aregl) i¢in 39 °C’de iiretilen glikojen miktar yiiksek iken C. albicans, P. stipitis,
M. fruticola ve S. cerevisiae i¢in her iki sicakliktaki glikojen miktar1 birbirine
yakindir. En yiiksek glikojen miktarina C. rugoda‘da 39 °C’de ulasilmis olup
10.82 + 0.09 pg glukoz / mg olarak belirlenmistir. Ayni maya susunun 25 °C’deki
glikojen birikimi de diger mayalardan yiiksek olup 6.81 + 0.09 pg glukoz / mg
olarak tesbit edilmistir. En diisiik glikojen iiretimine ise Z. bailii’de rastlanmig

olup degeri 0.36 £ 0.00 pg glukoz / mg olarak saptanmistir.
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4.3.Mayalarin Pseudohifsel Gelisimi

4.3.1.Pseudohifsel gelisimin uyarilmasi ve mikroskobik goriintiileri

Pseudohifsel farklilasmayi uyarabilmek i¢in SLAD besi ortaminda
gelistirilen ve ayni zamanda kontrol amaglit YPD’ de gelistirilen mayalarin 24, 48
ve 72. saatlere ait mikroskobik goriintiileri Sekil 4.14’de verilmistir. Kontrol
olarak pseudohifsel farklilasma gosterdigi bilinen S. cerevisiae X1278b susu
kullanmilmistir. 24. saatte Z. bailii YPD besiyerinde pseudohif olusturmazken
SLAD besiortaminda farklilagsma gostermistir. Bu durumun Z. rouxii, P. stipitis,
C. rugosa, Y. lipolitica ve kontrol sus i¢in de gegerli oldugu belirlenmistir. C.
albicans’da ise 24. saatte hem YPD besi ortaminda hemde SLAD besi ortaminda
pseudohifsel farklilagma gozlenmistir. Yapilan ¢alismada 24. saatte M. fructicola
ve S. cerevisiae’de ne YPD besi ortaminda ne de SLAD besi ortaminda
pseudohifsel farklilagmaya rastlanmamistir. 24. saatte en ¢ok goriilen farklilasma

Z. rouxii, C. albicans, Y. lipolitica ve kontrol susa aittir (Sekil 4.14).

24. saat 48. saat 72. saat

Z.bailii YPD

Z. bailii SLAD

Sekil 4.14.Farkli maya suslarinda pseudohifsel farklilagsmanin uyarilmasi
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P, stipitis YPD

P. stipitis SLAL
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Sekil 4.14. (Devam) Farkli maya suslarinda pseudohifsel farklilasmanin uyarilmasi
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24. saat 48. saat 72. saat

C. rugosa YPD

C. rugosa SLAD

Y. lipolitica YPD

Y. lipolitica SLAD

O
M. fructicola YPD -
e - -

Sekil 4.14. (Devam) Farkli maya suslarinda pseudohifsel farklilasmanin uyarilmasi
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24. saat 48. saat 72. saat

S. cerevisiae YPD

S. cerevisiae SLAD

S. cerevisiae 2X1278b YPD

S. cerevisiae 2'1278b SLAD

Sekil 4.14. (Devam) Farkli maya suslarinda pseudohifsel farklilasmanin uyarilmasi

48. saatte ise Z. bailii’de YPD besi ortaminda pseudohifsel farklilasma
belirmeye baslarken SLAD besi ortaminda dnemli bir artis gézlenmistir. Z. rouxii
icin ise 48 saatte YPD besi ortaminda pseudohifsel farklilasma gozlenirken bu
durum SLAD besi ortaminda daha belirgin bir sekilde goze ¢arpmaktadir. Aym
durum C. albicans ve P. stipitis i¢in de gecerlidir. Bunun yan1 sira C. rugosa, Y.
lipolitica ve S. cerevisiae’de ise 48. saatte YPD besi ortaminda pseudohifsel
farklilagsma gozlenmezken SLAD ortaminda az olmakla birlikte 24. saate gore

daha fazla farklilasma belirlenmistir. M. fructicola’da ise bir degisim
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gozlenmemistir. 48. saatte en fazla farklilasma kontrol susta gézlenmekle birlikte;
Z. bailii, Z. rouxii ve C. albicans’da da kayda deger degisim gozlenmistir (Sekil
4.14).

72. saat sonuglarina bakildiginda ozellikle Z. bailii, Z. rouxii ve C.
albicans’da gozlenen pseudohifsel farklilasma kontrol sus S. cerevisiae
2'1278b’de gozlenen farklilagsma gibi oldukca yogun olarak saptanmistir. Bu maya
suglarinin hem YPD hem de SLAD besi ortamindaki degisimlerinin belirgin
oldugu gozlenmistir. P. stipitis’de ise SLAD ortaminda filamentli gelisim
gozlenirken YPD ortaminda belirlenememistir. C. rugosa’da 72. saatte gozlenen
farklilasma diger maya suslarindan farkli olarak mayanin boyuna uzamasi
seklinde belirmistir. M. fructicola’da 72. saatte de herhangi bir farklilagsma
gozlenmezken Y. lipolitica’da az miktarda degisim SLAD besi ortaminda
saptanmustir. S. cerevisiae’da 72 saatte gbzlenen degisim diger saatlerden daha

yogun olarak belirlenmistir (Sekil 4.14).

4.3.1.Pseudohifsel gelisimin trehaloz metabolizmasina etkisi

Pseudohifsel farklilasma ile trehaloz birikimi arasindaki iligki Sekil
4.15’de verilmistir. Z. bailii i¢in bakildiginda 24 saatte, 48 saatte ve 72 saatte
YPD ortaminda biriktirdigi trehaloz miktarinin SLAD besi ortaminda biriktilen

trehaloz miktarindan daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
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Pseudohifsel Gelisimin Trehalozla iliskisi

S N

N

ng glukoz/ mg
[\S) “UJ AN

—_—

o
SUh—UNULLULAULULULAWL QLo

W 24 saat SLAD W 24 saat YPD W 48 saat SLAD
W 48 saat YPD W 72 saat SLAD W72 saat YPD

Sekil 4.15.SLAD ve YPD besiyerlerinde gelistirilen mayalarin zamana bagl trehaloz birikimi
(n=4)

Z. rouxii i¢in ise 24 saatte SLAD besi ortaminda biriktirilen trehaloz
miktarinin (0.17 £ 0.01 pg glukoz / mg) YPD ortaminda biriktirilen trehaloz
miktarindan (0.10 + 0.00 pg glukoz / mg) biraz daha yiiksek oldugu gozlenirken
48. ve 72. saatlerde ise tam tersi gozlenmistir. C. albicans’in 24 saatte SLAD
ortaminda trehaloz miktar1 0.42 + 0.01 ug glukoz / mg olarak belirlenirken ayni
stirede YPD ortaminda biriktirlen trehaloz miktar: ise 0.18 + 0.03 pg glukoz / mg
olarak belirlenmistir. C. albicans’m 48 saatte SLAD ortaminda biriktirdigi
trehaloz 0.30 £ 0.10 pg glukoz / mg iken YPD ortaminda 0.42 = 0.01 pg glukoz /
mg trehaloz birikimi saptanmistir. 72. satte ise SLAD ortaminda biriken trehaloz
YPD ortamindan daha fazla olarak saptanmistir. P. stipitis i¢in 72. saat disinda
diger zamanlarda SLAD ortaminda biriktirilen trehaloz miktarinin YPD
ortamindan daha ¢ok oldugu gozlenmistir. Bu durum C. rugosa’da da tesbit

edilmistir. Y. lipolitica igin 24, 48 ve 72. saatlerde SLAD ortaminda biriktirilen
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trehaloz miktar1 YPD ortamindakinden fazla olarak belirlenmistir. M.
fructicola nin 72. saatte SLAD ortaminda biriktirdigi trehaloz miktar1 yiiksek olup
5.37 £ 0.01 pg glukoz / mg olarak saptanmustir. S. cerevisise igin 48. saat harig
SLAD ortaminda biriktirilen trehaloz miktarmin daha fazla oldugu belirlenmistir.
Kontrol sus S. cerevisiae 21278b’nin ise 24. saat disinda 48. ve 72. saatlerde YPD
ortaminda biriktirilen trehaloz miktarinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
SLAD ortaminda biriktirilen trehaloz miktar1 72. saatte M. fructicola’ya ait olup
5.37 £ 0.01 pg glukoz / mg’dir. Yine 72. saatte S. cerevisiae’nin biriktirdigi 5.37
+ 0.01 pg glukoz / mg trehaloz da SLAD ortaminda biriktirilmistir. S. cerevisiae
21278b’nin 72. saatte biriktirdigi 7.72 + 0.04 ug glukoz / mg trehaloz bu siireg
icerisinde biriktirilen en yliksek deger olarak gézlenmistir (Sekil 4.15).

4.3.2.Pseudohifsel gelisimin glikojen metabolizmasina etkisi

SLAD ortami1 ve glikojen arasindaki iliski kontrol olarak YPD besi ortami
kullanilarak Sekil 28’de verilmistir. SLAD ortaminda en yiiksek glikojen
birikimine 48. saatte P. stipitis (18.65 £ 0.06 ng glukoz / mg) ve C. rugosa (18. 43
+ 0.03) suslarinda rastlanmistir. P. stipitis’in 72 saatteki SLAD besi ortaminda ki
glikojen birikimi 11.25 + 0.06 pg glukoz / mg ve C. rugosa’nin 72. saatteki SLAD
besi ortaminda ki glikojen birikim degeri 7.87 = 0.01 pg glukoz / mg degerleri de
diger suslarin farkli zamanlarda YPD ve SLAD ortaminda biriktirdigi glikojen
miktarindan daha yiiksektir. Z. bailii i¢in en yliksek glikojen birikimine 48. saatte
YPD besiyerinde ulasilmistir. Z. rouxii‘nin 24. saatte SLAD besi ortaminda
olusturdugu glikojen miktar1 4.02 + 0.02 pg glukoz / mg olup Z. rouxii i¢in en
yiiksek glikojen birikimidir. C. albicans igin ise 24. saatte SLAD besi ortaminda
biriktirdigi glikojen miktar1 48. ve 72. saatlerde YPD ve SLAD ortamlarinda
biriken glikojen miktarindan daha yiiksek olup 4.55 + 0.02 pg glukoz / mg olarak
belirlenmistir. C. albicans’'in 48. ve 72. saatlerde YPD ortaminda biriktirdigi
glikojenin SLAD ortamindan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. P. stipitis in 24.
saat disinda SLAD ortaminda biriktirdigi glikojen miktarinin YPD ortamina
oranla yliksek oldugu tesbit edilmistir. M. fructicola’nin 72. saatte SLAD
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ortaminda biriktirdigi glikojen miktar1 1.26 + 0.03 ug glukoz / mg olup 24. ve 48.
saatlerde SLAD besi ortaminda biriktirilen glikojen miktarindan daha yiiksek
olarak saptanmistir. S. cerevisiae‘nin 72. satte SLAD ortaminda biriktirdigi
glikojen miktar1 4.63 + 0.04 pg glukoz / mg olup S. cerevisiae’nin en yiiksek
glikojen miktar1 olarak belirlenmistir. Kontrol sus olarak kullanilan S. cerevisiae
2'1278bnin 72. saatte SLAD ortaminda biriktirdigi glikojen miktar1 S. cerevisiae,
M. fructicola, C. rugosa ve P. stipitis suslarinda oldugu gibi yiiksek ve 4.68 +
0.02 pg glukoz / mg olarak tesbit edilmistir (Sekil 4.16)

Pseudohifsel Gelisimin Glikojenle ilskisi

pg glukoz / mg

O—NW AN O — W A UNAIODS

m 24 saat SLAD m24 saat YPD  m48 saat SLAD

m48 saat YPD  m72saat SLAD m72saat YPD

Sekil 4.16.SLAD ve YPD besiyerlerinde gelistirilen mayalarin zamana bagh glikojen birikimi
(n=4)
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4.4.izole Edilen Mayalarin Molekiiler Yontemle Tanimlanmasi

4.4.1.DNA izolasyonu

Mayal, maya2, maya3 ve maya4 seklinde adlandirilan izolatlarin DNA

izolasyon sonucu Sekil 4.17°de verilmistir.

Mayal Maya? Maya3 Maya4

Sekil 4.17.izolatlara ait genomik DNA

4.4.2.incelenecek gen bolgesinin (ITS1-5.8SrDNA-ITS2) Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile amplifikasyonu ve saflastirilmasi

ITS1 ve ITS4 primer ¢ifti kullanilarak ITS1-5.8S rDNA-ITS2 gen bolgesi
yaklagik 850 b¢ boyutunda (Sekil 4.18) amplifiye edilerek QIA Quick Gel
Extraction Kit sistemi ile saf olarak eclde edilmis ve istenilen 850 bg

biiytikliigiindeki PZR iirlinleri marker ile karsilastirilarak dogrulanmaistir.

85



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Sekil 4.18.1zolatlara ait ITS1-5.8S rDNA-ITS2 gen bolgelerinin saflastirilmis PZR iiriinleri

4.4.3.PZR iiriinlerinin dizi analizi

Izolatlara ait ITS1-5.8S rDNA-ITS2 gen bélgelerinin dizi analizleri
gergeklestirilmistir. Elde edilen dizi analizleri her bir izolat icin NCBI Blast
programi ile degerlendirilerek NCBI gen bankasinda benzerlik gosterdikleri tiirler
belirlenmis ve saflastirilan 4 susun yliksek benzerlik oranlari ile Candida glabrata

oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.18).
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Cizelge 4.1.Incelenen izolatlarin dizi analizleri sonrasi belirlenen en yakin NCBI gen bankasi

temsilcileri
Izolatlar | NCBI Gen Maksimum Accession Islem
Bankasindaki En Benzerlik Numarasi Tarihi
Yakin Karsihg: Oram
Maya 1 Candida glabrata % 99 JN093145.1 |20/03/2012
Candida glabrata % 99 FN394005.1 |20/03/2012
Maya 2 Candida glabrata % 99 JN093145.1 |20/03/2012
Candida glabrata % 99 FN394005.1 |20/03/2012
Maya 3 Candida glabrata % 99 JN093145.1 |20/03/2012
Candida albicans %99 JN093144.1 20/03/2012
Maya 4 Candida glabrata %95 JN093145.1 |20/03/2012
Candida albicans %95 Jn093144.1 |20/03/2012

4.5.C. rugosa, C.albicans ve S. cerevisiae’ ya ait TPS1 ve GSYI Gen

Bolgelerinin RT-PZR ile Analizi

4.5.1.C. rugosa, C. albicans ve S. cerevisiae’ ya ait TPS1 gen bolgelerinin RT-
PZR ile analizi

Gergek zamanli PZR (RT-PZR) ile yapilan ¢alisma sonucu C. rugosa, C.

albicans ve S. cerevisiae’ ya ait TPSI gen bolgesinin mRNA sentez diizeyleri

sekil 4.19, 4.20 e 4.21°de verilmistir. C. rugosa’nin stressiz kosullara oranla 7PS1

mRNA diizeylerinde; karbonhidrat stresi asetik asit’de 1.39 kat, azot stresi

prolin’de 1.37 kat, oksidatif stres menadion’da 1.23 kat ve metal stresleri Mg’da
1.27; Co’da 1.40 ve Fe(Ill)’de 1.07 kat artis oldugu belirlenmistir (Sekil 4.19).
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C. rugosa TPS1 Goreceli ifadesi
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Sekil 4.19.C. rugosa’ya ait farkli stres kosullarindaki 7PS7 mRNA diizeyleri kat artigi iligkisi

(n=4)
C. albicans TPS 1 Goreceli ifadesi
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Sekil 4.20.C. albicans’a ait farkl stres kosullarindaki 7PS! mRNA diizeyleri kat artis1 iliskisi
(n=4)
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C. albicans i¢in ise Ozellikle asetik asit stresinde stressiz kosullara oranla
4.3 kat daha fazla mRNA ekspirasyonu gerceklesmistir. Cu stresinde ise normal
kosullara oranla 2.1 kat artis gézlenmistir. Bunun yani sira sicaklik stresinde 1.1

kat, Mg stresinde 1.1 kat, Cd stresinde 1.1 kat artis gézlenmistir (Sekil 4.20).

Kontrol sus olarak kullanilan S. cerevisiae’ nin ise stressiz kosullara oranla
asetik asit stresinde 1.54 kat, iire stresinde 1.71 kat, sicaklik stresinde 1.33 kat,
Mg stresinde 1.29 kat, Co stresinde 1.52 kat, Cd stresinde 1.2 kat, CuSO; stresinde
1.08 kat ve Fe(III) stresinde 2.20 kat artig belirlenmistir (Sekil 4.21).

S. cerevisiae TPS1 Relative Ekspirasyon
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Sekil 4.21.S. cerevisiae’ya ait farkli stres kosullarindaki 7PS7 mRNA diizeyleri kat artist iligkisi
(n=4)

4.5.1.C. rugosa, C. albicans ve S. cerevisiae’ya ait GSY1 gen bolgelerinin R-T
PZR ile analizi

GSY1 gen bolgesinin mRNA ekspirasyon diizeyi C. rugosa, C. albicans ve
S. cerevisiae i¢in belirlenmis ve Sekil 4.22, Sekil 4.23 ve 4.24°de verilmistir.
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C. rugosa ig¢in Ozellikle asetik asit ve sicaklik streslerinde yiiksek artig
gozlenmis ve asetik asit stresinde bu artisin stressiz kosula oranla 3.99 kat,
sicaklik stresinde 4.17 kat oldugu belirlenmistir. Diger bir artig orani iire stresinde
belirlenmis olup 1.80 olarak tesbit edilmistir. Bunun yan1 sira Cd stresinde 1.17

kat, Cu stresinde 1.36 kat, Fe(III) stresinde 1.72 kat olarak saptanmustir.

Sekil 4.23°de belirtildigi gibi C. albicans GSY mRNA seviyesinin Cd
stresinde 78.13 kat arttig1 belirlenmistir. Fe(IIl) stresinde ise GSY mRNA
seviyesinin 12.8 kat artarken, asetik asit stresinde 10.20 kat; oksidatif stres-
menadionla bu artisin 5.42 kat seviyesinde oldugu Cu stresinde 4.84 kat ve

gliserol stresinde ise 3.15 kat oldugu belirlenmistir.

C. rugosa GSY1 Relative Ekspirasyonu

GSY (mRNA kat artis1)
[\

Sekil 4.22.C. rugosa’ya ait farkli stres kosullarindaki GSY1 mRNA diizeyleri kat artis1 iligkisi
(n=4)
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C. albicans GSYI Relative Ekspirasyonu
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Sekil 4.23.C. albicans’a ait farkl stres kosullarindaki GSY/ mRNA diizeyleri kat artig1 iligkisi
(n=4)

S. cerevisiae’ nin GSYI mRNA seviyelerinde ise 6zellikle iire stresinde
2.82 kat artis belirlenmistir. Oksidatif stres menadion’da artis 1.10 kat, Mg
stresinde 1.50 kat, Co stresinde 1.20 kat, Cd stresinde 1.10 kat, Cu stresinde ise

1.30 kat olarak belirlenmistir.

8. cerevisiae GSY1 Relative Ekspirasyon

GSY (mRNA kat artisi)
N
(95}

Sekil 4.24.S. cerevisiae’ya ait farkli stres kosullarindaki GSY/ mRNA diizeyleri kat artis1 iligkisi
(n=4)
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5.TARTISMA ve SONUC

Maya hiicrelerinde depo karbonhidratlar1 olarak bilinen trehaloz ve
glikojen cevre kosullarina ve hayat dongilisii asamalarina bagli olarak farklhi
oranlarda biriktirilmektedirler (Parrou ve ark., 1997; Lillie ve Pringle, 1980).
Bir¢ok potansiyel endiistriyel uygulamalarindan dolayr mayalarda trehaloz
metabolizmasinin genetik kontrolii ve trehaloz biyokimyas: ile ilgili ¢aligmalar
onem kazanmistir. Farkli stres kosullarina maruz birakilan mayalarda c¢alisilan bu
depo karbonhidratlarinin biyolojik fonksiyonlarinin daha iyi anlagilmasi kullanim

alanlarin1 genisletmektedir (Plourde ve ark, 2000).

Glikojen ve trehaloz metabolizmasi ile ilgili calismalar daha ¢ok S.
cerevisiae ile yapilmig olup C. albicans (Zaragoza ve ark., 2003; Argiielles ve
ark., 1997); Yarrowia lipolitica (Flores ve ark., 2011); Z. bailii (Cheng ve ark.,
1999) ile ilgili az sayida arastirma bulunmaktadir. Bununla birlikte calismada
kullanilan diger maya suslar1 C. rugosa, P. stipitis, M. fructicola, Z. rouxii’nin

trehaloz ve glikojen metabolizmasi ile ilgili aragtirmaya rastlanmamustir.

Bu c¢aligmada trehaloz ve glikojen metabolizmalar1 ile ilgili bilgi
bulunmayan suslarin farkli stres kosullarindaki trehaloz ve glikojen birikimleri
enzimatik yontemle belirlenmistir. Lipaz aktivitesi nedeni ile bir ¢ok ¢alismada
kullanilan C. rugosa nin son zamanlarda belirlenen patojenitesi bu maya susunun
Oonemini daha da arttirmaktadir (Dib ve ark., 1996). Yapilan bu ¢alismada yiiksek
trehaloz ve glikojen birikimi gosteren ve daha ©nce depo karbonhidrat
metabolizmasi rapor edilmemis olan C. rugosa nin olas1 7PS1 ve GSY1 genlerinin
farkli stres kosullar1 altindaki ifadesi kontrol suslar olarak C. albicans ve S.
cerevisiae kullanilarak belirlenmistir. Calismada ayni zamanda maya suslarinda
farkl stres ortamlarinda goriilen pseudohifsel farklilasmanin trehaloz ve glikojen
metabolizmasina etkisi belirlenmistir. Vajen orneklerinden elde edilen izolatlarin

molekiiler yontemler ile tanimlanmasi yapilmstir.

Mayalarda trehaloz duragan fazda ve bazi stres kosullarina yanit olarak

tiretilmektedir. Trehalozun yikimi ise glikojen depolarinin yikilmasindan sonra
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gerceklesmekte olup bu siire hiicre dliimiine denk gelmekte ve trehaloz canlilig

uzun siire korumak amaci ile tiiketilmektedir (Lillie ve Pringle, 1980).

Lillie ve Pringle (1980) yaptiklar1 ¢alismada glukoz varliginda, erken
eksponansiyel fazda trehaloz ve glikojen miktarinin oldukg¢a diisiik oldugunu
ortamda hala glukoz varken glikojenin {iretilmeye baslandigini ve glukoz
tikenmeden hemen O©nce maksimum seviyeye ulastigini belirlemislerdir.
Trehalozun birikiminin ise ortamdaki glukoz miktarinin glikojen birikmeye

basladig1 zamankinden 3 kat daha az oldugunda basladigini gérmiislerdir.

Bu c¢alismada maya suslarinin ilk 6 saatte tehaloz biriktirebildikleri
belirlenmistir ve bu durumun Plourde-Owobi ve ark.(2000), Basu ve ark., (2006)
ve Jules ve ark. (2004)’iin belirttigi gibi besi ortamindan trehalozun transportu ile
gerceklestigi  sOylenebilir. Glikolitik yolun kontrolii i¢in trehaloz mutlaka
sentezlenmelidir. Bazal seviyede de olsa az miktarda sentezlenen trehaloz
sentezlenip Hxk2’yi kontrol etmektedir. Plourde-Owobi ve ark. (2000) yaptiklar
calismada trehaloz metabolizmasinin  bilinen genler disinda maltoz
metabolizmasindan etkilendigini ve trehalozun sentezinde 7PSI’in aktivitesi
disinda disaridan aliminin s6z konusu olabilecegini vurgulamiglardir. Trehalozun
ortamdan yiiksek ve diisiik affiniteli tasiyict sistem (a-glicoside transporter
(AGT1)) ile tasinabilecegini belirtmislerdir. AGT (a-glicoside transporter) bir¢ok
disakkariti ortamdan transport edebilme yetenegindedir (Jules ve ark., 2004; Basu
ve ark., 2006). Maya 0ziitii iceren besiyerleri trehaloz igerebilir. Aragtirmacilar
tarafindan yapilan ¢alismada trehalozun disardan alimini1 ve bu durumun maltozla
olan iligkisini belirleyebilmek icin S. cerevisiae mal tps mutantina pRS315
MALG63 plazmiti transforme edilmistir. Maya, maya 0ziitii i¢ceren veya sentetik
mineral besiyerinde karbon kaynaklar1 eklenerek gelistirilmistir. Hiicre i¢i
trehaloz enzimatik hidroliz yontemi ile hiicre disina ¢ikarilmis ve hiicre disi
galaktoz, glukoz ve trehaloz varligi kromotografik yontem ile belirlenmistir. #ps/
mutantinin glukozda gelisemedigi ve herhangi bir karbon kaynagi varliginda
trehaloz biriktirmedigi gozlenmistir. Galaktoz igeren besiyerinde MAL pozitif
tps] mutant1 susta disakkarit birikimi tamamen silinmezken bunun tam tersi

galaktoz mineral medyumda veya galaktoz sentetik medyumda sadece izogenik
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yabanil tiirlin az miktarda trehaloz biriktirdigi goriilmiistiir. ¢ps/ hiicrelerinde
trehaloz birikiminin digsardan alimla gerceklestigi gozlenmistir. Trehaloz
birikiminin MAL lokusu ile ilgisini belirlemek i¢in mal tpsl hiicredeki trehaloz
birikimi incelenmis ve hiicrenin maltoz varliginda yasayabiliyorken trehaloz
biriktirmedigi tespit edimistir. Ayn1 sekilde AGT1 delesyonu ile trehaloz birikim
seviyesinin onemli derecede diistiigii belirlenmistir. Dis kaynakli trehalozun hiicre
kuru agirhigmin her bir grami i¢in % 13’ gegemeyecegi, bu asamada trehaloz
yikim enzimlerinin devreye girdigini, bunun sebebinin de hiicre i¢i ozmotik
basing dengesini korumaktan kaynaklandigini gostermislerdir (Plourde-Owobi ve
ark., 2000). Bu durumda yapilan deneylerde her bir susun ilk 6 saatte biriktirdigi
trehalozun bir kismmi maya 0ziiti iceren besiyerinden transport ettigi

distiniilebilir (Plourde-Owobi ve ark., 2000; Jules ve ark., 2004).

Farkli maya tiirleri ile yapilan bu ¢aligmada her bir maya susunun zaman
icinde trehaloz ve glikojen birikim miktarlarinin farkli oldugu goézlenmistir. Y.
lipolitica ve S. cerevisiae (4 regl) disindaki tim maya suglarinin 24. saatten
itibaren trehaloz biriktirdikleri belirlenmistir. 48. ve 72. saatlerde belirtilen maya
suslarinda trehaloz miktarinin arttig1 tespit edilmistir. Y. lipolitica ve S. cerevisiae
(dregl)’in 48. saatte ortamdaki trehalozu tiikettigi belirlenmistir. Calismada 72.
saatte kadar cogu maya i¢in trehaloz birikimi devam ettigi gozlenmistir. Y.
lipolitica i¢in durum daha farkli olmakla birlikte Y. lipolitica 'nin 24. saate kadar

trehaloz biriktirdigi, 48. ve 72. saatlerde trehalozu harcadigi belirlenmistir.

Chi ve ark. (2001) Saccharomycopis fibuligera ile yaptiklar1 ¢alismada
hiicreleri 30 °C’de 200 rpm’de gelistirmisler ve maksimum trehaloz birikimine
duragan fazin baglarinda rastlamiglardir bu siirede elde ettikleri maksimum

trehaloz miktar1 % 16.5 w/w olarak belirtilmistir.

Rua ve ark., (2008) yaptiklar1 arastirmada filamentli fungus, Phycomyces
blakesleeanus’un zamana bagl trehaloz ve glikojen birikimini incelemis
maksimum glikojen varligma exponansiyel gelisim fazinin ikinci yarisinda, 24.
saatte rastladiklarin1 ve trehaloz igeriginin glikojen igeriginden daha fazla
oldugunu belirtmislerdir. Calismada arastirmacilar maksimum trehaloz igerigine

ise 36. saatte ulagsmuslardir. Bu siire ekponansiyel gelisim fazinin sonuna
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rastlamaktadir. Her iki karbonhidratin tasiniminin ortamda énemli derecede azalan
glukoz igeriginden sonra, duragan fazin baslangici ile basladigi ve miktarinin 84.

saatten sonra diistigli gozlemlenmistir.

Tiirkel (2005) farkli Pichia tiirleri ile yaptig1 ¢alismada maya suslarinin
duragan fazdan taze besiyerine alindiklar1 zaman daha O©nce biriktirdikleri
trehalozlar1 hizli bir sekilde degrede ettiklerini gozlemlemistir. Taze besiyerine
inokiilasyondan sonra yaklasik 6 saat i¢inde trehaloz miktarmin yaklasik olarak
sifira diistiigii belirtilmistir. Trehaloz birikiminin ikinci logaritmik fazda basladigi
ve duragan faza kadar yiiksek seviyelerde bulundugu belirtilmistir. Pichia tiirleri
igcerisinde P. angusta nin trehaloz seviyesinin ise duragan fazin ortalarina kadar
disiik kaldigt ve sonrasinda trehaloz miktarinin aniden ylkseldigi
gozlemlenmistir. Stok glikojenin yikimi ise ayni sekilde taze besiyerine
alindiginda hizli bir sekilde gerceklesmektedir. S. cerevisiae i¢in logaritmik fazin
sonlarinda glikojen birikimi gergeklesirken P. anomala’nin glikojen igerigi
logaritmik fazin erken safhasinda artis gostermistir ve duragan faz boyunca
gittikge artmistir. P. angusta igin ise glikojen birikimi duragan fazin sonlarina
dogru gergeklesmistir. P. farinosa igin glikojen miktar1 diger Pichia tiirlerine gore
hep dusiik kalmistir. Aynmi cinsin farkli tiirleri ile yapilan c¢alismada dahi
goriilmiistiir ki herbir tiiriin trehaloz ve glikojen birikimi zaman ve miktar
acisindan kendi i¢inde farklilik gostermektedir. A¢ligi 6nlemede risk sinir1 her bir
maya i¢in farkli oldugundan bu calismada elde edilen sonuglar mayalarin farkl

metabolizmalarindan dolay1 farklilik arz etmektedir.

Mayalar 30 saatin sonunda duragan faza girmekte ve glikojeni
eksponansiyel fazin sonlarmma dogru ortamdaki besin miktar1 6nemli derecede
distiigiinde biriktirmeye baslamakta ve duragan fazin baslarinda glikojeni
tilketmektedirler (Parrou ve ark., 1999). Mayalarda glikojen trehalozdan once
tiiketilen karbon kaynagi olup glikojenin yikimi ise hiicre canlilifini korumak
amaclt steroller ve doymamis yag asitlerinin tretimi ile ilgilidir (Rua ve ark.,

2008).

Bu c¢alismadaki maya suglarimin  biriktirdigi  glikojen  miktart

incelendiginde her bir maya susunun glikojen birikim tablosunun farkli oldugu
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gorilmistir. Z. bailii, Z. rouxii, C. albicans ve S. cerevisiae (Aregl)‘in glikojeni
ilk 24 saatte biriktirdigi ve 48. saatten sonra ortamda biriktirilen glikojenin
harcandig1 gozlenmistir. Bununla birlikte P. stipitis, C. rugosa ve Y. lipolitica‘nin
ilk 12 saatte biriktirdikleri glikojen miktar1 oldukga yiiksek olup 48. saatte bu
miktarin diistiigii ve 72. saatte tekrar glikojen miktarinin arttigi saptanmustir. M.
fructicola ve S. cerevisiae’da ise glikojen miktarinin zamanla arttig1 bulunmustur.
Bu durumun yapilan diger ¢alismalarda da belirtildigi {izere her bir mayanin farkl

glikojen metabolizmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir.

Besinsel aglik mikroorganizmalarin karsilastigi en yaygin streslerden
biridir. Glukoz ortamda tlikendiginde mayalar diauxic degisime girmekte, hiicre
dinlenmeye gec¢ip metabolizmasini yeniden diizenlemekte, etanol ve asetat gibi
fermente edilmeyen karbon kaynaklarindan enerji saglamaya calismaktadir. Hiicre
bdliinmesi basladiginda hiicre post-diauxic faza girmekte ve bu agamada gelisim
olduk¢a yavaslamaktadir. Karbon kaynagi tiikendiginde ise hiicre duragan faza
girmekte bu siire tiire gore degismektedir. Bu asamalarda bir¢ok gen transkribe
olmaktadir (Gasch ve Werner-Wahburne, 2002). Aktif olan bu genlerin
promotorlarinda stres cevap elementleri (STRE) bulunmaktadir. Karbon agligi
durumu haploid ve diploid maya kiltiirlerinin duragan faza girmelerini

saglamaktadir (Frangois ve Parrou, 2000).

Bu ¢alisma sirasinda mayalar gecelik kiiltiirleride dahil olmak tizere zay1f
karbon kaynaklar1 ile strese maruz birakilmis ve taze besiyerine alindiktan
yaklagik 4 saat sonra trehaloz ve glikojen dl¢iimleri yapilmistir. Calismada karbon
stresi uygulamak amaci ile ortama alternatif karbon kaynagi olarak gliserol ve
asetik asit ekledigimizde, asetik asit varliginda az miktarda olmakla birlikte
sadece Z. bailii, Z. rouxii ve S. cerevisiae suslarinin trehaloz biriktirdigi
saptanmustir. Gliserol varliginda ise yine az miktarda olmak tizere Z. bailii, C.
rugosa ve S. cerevisiae suglarmin tehaloz biriktirdigi belirlenmistir. Glikojen
birikiminin trehaloz birikimine gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Asetik asit
stresinde ozellikle C. albicans, P. stipitis, M. fructicola ve S. cerevisiae suglarinin
gliserol stresine oranla daha fazla glikojen biriktirdigi goézlenmistir. Biitiin

ornekler icin karbon stresinde trehaloz ve glikojen birikiminin oldukca diisiik
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oldugu bulunmustur. Yapilan calisma sonucunda maya suslarinin trehalozdan
daha c¢ok glikojen biriktirmeleri konu ile ilgli daha once yapilan caligmalarla
benzerlik gostermektedir. Parrou ve ark. (1999) yaptiklar1 deneylerde mayalari
glukoz agligina ve asetat iceren minimal ortama maruz birakmislar, trehaloz ve
glikojen ddngiisiinii incelemislerdir. Iki karbonhidratin mobilizasyonunun asetat
varhiginda glukoz acligindan daha hizli oldugunu ve glikojenin trehalozdan daha
hizli mobilize oldugunu gozlemlemislerdir. Arastirmacilarin S. cerevisiae ile
yaptiklar1 ¢aligmada glukoz agligi (sinrliligl) durumunun glikojen ve trehaloz

metabolizmasi iizerine az etkisi oldugu vurgulanmistir.

Glikojen birikim miktarinin herbir maya i¢in farkli diizeyde olmasinin
mayalarin bu farkli karbon kaynaklarini stres kaynagi olarak algilamalar1 ve

eksponansiyel faza daha cabuk ge¢meleri ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada diger arastirmalardan farkli olarak mayalar gecelik kiiltiirleri
de ayni olmak iizere prolin ve iire gibi zayif azot kaynaklarinin bulundugu iki
farkli besiyerinde gelistirilip trehaloz ve glikojen igerikleri enzimatik yontemle
belirlenmistir. Caligma sonucunda S. cerevisiae ve S. cerevisiae (Aregl) ’in prolin
varhiginda daha fazla trehaloz biriktirirken Y. lipolitica, M. fructicola ve Z.
bailii’nin her iki zayif azot kaynaginda ayni miktarda trehaloz biriktirdigi
goriilmiistiir. Diger maya suslarinda ise lire bulunan ortamda prolinin bulundugu
ortama gore daha fazla trehaloz birikimi belirlenmistir. Genel olarak trehaloz

birikiminin diisiik oldugu bulunmustur.

Farkli aragtirma gruplarinin konu ile ilgili yapmis olduklar1 ¢aligmalar
incelendiginde, bu calismada elde edilen bu sonucglara kiyasla farkli maya
suslarinda daha fazla trehaloz birikimi elde ettikleri goriilmiistiir. Jongersen ve
ark. (2002) yaptiklar1 calismada maya orneklerini zengin bir besiyerinden azot
kaynag1 icermeyen besi ortamina transfer etmislerdir. Elde ettikleri sonuglarda ilk
2 saatlik silire¢ igerisinde trehaloz miktarlarinin arttigindan daha sonra ise
diistiigiinden bahsetmislerdir. Bu calismada elde edilen sonuglarin diisiik olmasi
maya Orneklerinin zayif da olsa bir azot kaynagina transfer edilmesine

baglanabilir.
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Glikojen miktarlar1 incelendiginde ise, farkli maya tiirleri iire ve prolin
olmak tizere farkli azot kaynaklarinda {iretildiginde maya suslarinin farkh
oranlarda glikojen biriktirdikleri goriilmiistiir. C. rugosa’nin biriktirdigi glikojen
miktar1 diger maya tiirlerine gore oldukg¢a yiiksek bulunmustur. Trehaloz ve
glikojen miktarlarini karsilagtirildiginda ise tiim mayalarin biriktirdigi glikojenin
trehalozdan fazla oldugu gozlenmistir. Lille ve Pringle (1980)’in belirttigi gibi her
iki depo karbonhidratinin hiicredeki birikim ve tiiketim miktarlar1 hiicrenin
metabolizmasina gore degismekte ve ilk biriktirilen ve tiiketilen glikojen
olmaktadir. Benzer sekilde yapmis oldugumuz ¢alismada eksponansiyel gelisim
asamasina kadar zayif azot kaynaklarinda strese maruz biraktigimiz hiicreler bu
kisa siire¢ igerisinde ilk olarak glikojen biriktirmistir. Glikojenin sentezinde yer
alan enzimler trehalozun sentezinde gorev alan enzimlerden daha fazla
uyarilmistir. Bu nedenle azot achiginda ilk olarak tercih edilen depo

karbonhidratinin glikojen oldugu diisiiniilmektedir.

Tirkel (2005)‘in yaptig1 ¢alismaya paralel olarak yapilan bu calismada
farkli maya tiirlerinin azot stresi durumunda trehaloz ve glikojen birikimlerinin
fakli diizeyde oldugu belirlenmistir. Arastirmaci azot aghiinin P. anomala’da
yiiksek trehaloz ve glikojen birikimine yol agtigini belirtirken P. farinosa igin bu
depo karbonhidratlarinin birikiminin temel diizeyde kaldigimi ve azot agligi
stresinin bu mayay1 depo karbonhidratlarinin birikimi agisindan tetiklemedigini
ifade etmistir. Calismada yer alan diger Pichia tiirii P. angusta ise azot agligi

stresinden etkilenerek trehaloz ve glikojen biriktirmistir.

Bununla birlikte Rhizopus oryzae ile yapilan bir bagka ¢alismada, fungus
normal gelisim ortamindan azot kaynagi icermeyen yeni besi ortamina transfer
edilmis ve 1 saat sonra ortamdan toplanan kiiltiiriin trehaloz ve glikojen igerigi
belirlenmistir. Bu c¢alismadan elde edilen sonuclarin aksine calismada R.
oryzae’nin ve kontrol sus S. cerevisiae nin azot agliginda kisa bir siirede trehaloz

biriktirdigi belirtilmistir (Uyar ve ark., 2010).

Bu c¢aligmada yapilan karbonhidrat ve azot agligi stresleri genel olarak

degerlendirildiginde glikojenin trehalozdan daha 6nce ve daha yiiksek miktarda
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biriktirildigi belirlenmistir. Benzer sekilde yapilan ¢alismalar incelendiginde farkl

arastirma gruplari ile paralel sonuglar bulunmustur.

Jongersen ve ark. (2002) S. cerevisiae ile yaptiklari caligmada maya
hiicrelerini aglik ortamina almislar ve 8 saat bu ortamda kaldiktan sonra trehaloz
miktarinin analizini yapmuglardir. Sonug¢ olarak trehaloz miktarinin zengin
besiyerindekine oranla 4 kat artigin1 gostermislerdir. Trehaloz birikim oraninin
aclik ortamina alindiktan sonra ilk iki saat i¢inde hizli bir sekilde yiikseldigi, 2
saatten sonra % 25 oraninda diistiigii ve son iki saatlik siiregte ise trehaloz birikim
miktarinda 6dnemli bir degisiklik olmadig1 arastirmacilar tarafindan belirtilmistir.
Ayni ¢aligmada glikojen igeriginin ise aclik ortaminda 2 kat artig gosterdigini ve
bu birikimin ilk 2 saatte oldugunu vurgulanmislardir. Stres durumunda 6nce
tilkketilen karbonhidratin glikojen oldugunu trehalozun ise daha ekonomik olarak

harcandigini belirtmislerdir.

Lille ve Pringle (1980) ise S. cerevisiae ile yaptiklar1 benzer ¢alismada
glikojen birikiminin aglik ortamina aktarildiktan sonra bir saat i¢inde bagladigini
trehaloz birikiminin ise 4. saate kadar baglamadigint belirtmislerdir.
Aragtirmacilar trehaloz ve glikojen birikiminin farkli tip besinsel agliklara cevap
olarak hiicre tarafindan biriktirildigini ve bu durumun ortama adapte olmak icin
gerekli deger kadar oldugunu belirtmislerdir. Bu birikim ve tiiketilme degerleri
her iki depo karbonhidrati i¢in farkli olmakla birlikte bu durumun her ikisinin
hiicrenin ekonomi politikasinda oynadigr farkli rollerden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Aerobik organizmalar oksijeni enerji elde etmek amaci ile gida
molekiillerinin oksidasyonunda kullanmaktadirlar. Tamamen indirgenmeyen
oksijen hiicrede siiperoksit radikaller, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri
gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu saglamaktadir. ROS’lar ise
hiicresel komponentleri oksitleyerek ciddi hasarlara sebep olabilmektedirler. Bu
zarar onarilmadig: stirece kanser, diabet, damar tikaniklig1 ve erken yaglanma gibi
birtakim hastaliklar ortaya ¢ikabilmektedir (Mutoh ve ark., 2005). Bu c¢alismada
hiicreyi oksidatif strese maruz birakmak amaci ile bir kinon olan menadion (2-

metil-1,4-naftokinon: vitamin K3) kullanilmistir. (Castro ve ark., 2008).
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Menadion vitamin K’nin sentezinde 6nciil olarak davranmaktadir. Diisiik seviyede
menadion (2uM) oksidatif stresi indiiklerken yiiksek miktarda menadion ise doku
hasarlarina, mitokondriyal DNA hasarlarina ve hiicre 6liimlerine neden olabilecek

toksik oksidatif strese neden olmaktadir (Loor ve ark., 2010).

Bu aragtirmada gelisme ortamina son konsantrasyon 40 uM olacak sekilde
eklenen menadionla olusturulan oksidatif stres sonucunda farkli mayalarin
biriktirdigi trehaloz ve glikojen miktarini enzimatik yontem ile belirlenmistir.
Hiicreler yaklasik 3 saat stres kosuluna maruz birakilmistir. Sonug olarak, kontrol
olarak kullanilan S. cerevisiae suslar1 dahil olmak iizere tim mayalarda 3 pg
glukoz / mg gegmeyecek miktarda trehaloz birikimi goriilmistiir. Ayn1 kosullarda
hiicrelerin glikojen birikimleri ise beklendigi gibi kontrol sus S. cerevisiae
(Aregl)’den daha diisiik bulunmustur. Maya suslarinin trehaloz ve glikojen
birikim miktarlar1 karsilatirildiginda ise Z. bailii ve Z. rouxii hari¢ diger mayalarin
glikojen birikimlerinin trehaloz birikimlerinden daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Tim mayalar arasinda diger stres kosullarinda da gozlendigi gibi C. rugosa’nin
onemli miktarda glikojen biriktirdigi saptanmistir. Bu calismanin sonuglari
Kanwal ve ark. (2011)’in yaptiklar1 ¢alisma ile uyusmakta olup Z. bailii ve Z.
rouxii hari¢ diger maya hiicrelerinin oksidatif stres altinda ilk once glikojeni

biriktirdigi tespit edilmistir.

Yaptigimiz c¢alismaya paralel olarak Kanwal ve ark. (2011) oksidatif
stresin S. cerevisiae stok karbonhidratlart metabolizmasina etkisini incelemisler
ve stres olusturmak amaci ile 5SmM dietil maleat kullanmislardir. Oksidatif stresin
trehaloz birikimine ciddi bir etkisi olmadigini sadece stressiz kosullara oranla 1.50
kat arttigini belirtmislerdir. Glikojen igeriginin ise trehaloza oranla daha fazla
arttigini belirtmislerdir. Trehalaz miktarinda 1 saat i¢inde artis gozlenmis ve bu
stres kosulu altinda trehalozun yikildigini diisiinmiislerdir. Stres kosulu altinda
hiicreyi koruyabilmek amaci ile glikolitik akisin kontrol altina alindigi ve
glikojenin birikimindeki artisin sebebinin ise glikojenin glikolitik akis1 kontrol

etmesinden kaynaklandigini belirtmislerdir.

Gash ve ark (2000) S. cerevisiae ile yaptiklar1 calismada maya hiicresini

0.3 mM H,0; ve 1M menadionla oksidatif strese maruz birakilmislardir. Hiicrenin
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bu stresler altinda gen anlatim profilini incelemislerdir. Her iki ajanda da gen
anlattminin benzer olmasina ragmen aslinda her iki ajanin hiicrede farkli reaktif
oksijen tiirlerini olusturmakta oldugunu ve bu stresin Yaplp transkripsiyon

faktorii araciligi ile farkli genleri aktif hale getirdiklerini belirtmislerdir.

Zaragoza ve ark., (2003), yaptiklar1 ¢alismada hidrojen peroksit (50mM)
ile olusturduklart oksidatif stresin C. albicans TPSI geni lzerindeki
transkripsiyonel etkisini incelemislerdir. Trehaloz birikimi Tpslp’in aktivasyonu
ve Nthlp’in inaktivasyonu ile olmaktadir. Yapilan deneyde H,O,’nin Tpslp
aktivitesini indiikledigi ve hiicre i¢i trehaloz miktarini arttirdigi belirtilmistir.
tps1/tps] mutantlarinin oksidatif ajanlara maruz kaldiklarinda hiicre oliimleri ile
sonuglandig1 gozlenmistir. Arastirmacilarin yaptiklart ¢alismada maya hiicresi
sicaklik ve ozmotik stres gibi farkli stres kosullarina maruz birakilmis fakat bu
stres kosullarinda 6liimle karsilagilmamistir. Singer ve Lindquist (1998)’e gore
hiicre maruz kaldigi ROS’lara karst membranin proteinlerini ve fosfolipidlerini

dengeleyebilmek i¢in trehaloza gereksinim duymaktadir.

Nery ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismada maya hiicrelerini % 10 trehaloz
ile uyarildiklarinda hidrojen peroksite kars1 daha toleransli olduklari
gbozlemlemislerdir. Bu trehalozun peroksite karst onemli bir koruyucu ajan
oldugunu gostermektedir. Arastirmacilar yaptiklar1 deneylerde #ps/ mutant
hiicrelere H,O; stresinde ve menadion stresinde trehalozu disaridan vermisler ve
H,0, stresinin membran oksidasyonu yarattigint ve trehalozun disaridan
verildiginde daha etkili bir koruma olusturdugunu, menadion i¢in ise etkisi hiicre
icinden basladigindan oksidatif stresten korunmak amaci ile trehalozun hiicre igi

birikiminin daha etkili oldugu gézlemistir.

Stres cevabi ile trehaloz ve glikojen birikimi arasinda kuvvetli bir iligki
vardir ve iliski genlerin aktivasyonuna baghdir. Sadece bilinen genler degil
glikolitik enzimleri kodlayan genler, protein yikim faktorleri ve plazma membran
faktorleri de stres cevabinda rol oynamaktadir. Bu genlerin transkripsiyonel
diizenlenmesi stres kosullarinda aktive olan 1s1 soku faktorleri HSF (heat shock
factor) ile ilgkilidir. Son zamanlarda bu genlerin promotor bdlgelerinde ortak

sekans olarak bulunan CCCCT dizisi belirlenmistir. Bu dizinin stresle indiiklenen
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bircok gende (SS43, CTT1, HSP12, TSP2) de yer aldig1 bilinmektedir. Bu genler
icin bu DNA elementleri genel ismi ile STRE (stres cevap elementleri) olarak
adlandirilmaktadir. STRE motiflerinin ayn1 zamanda trehaloz ve glikojen
sentezinden sorumlu genlerde de bulundugu goézlenmistir. STRE elementlerinin
kontroliinde olan genler sicak stres, osmotik stres, diisiik pH ve besin acliginda

aktif olarak transkribe olmaktadir (Winderickx ve ark., 1996).

Bu caligmada zengin besiyerinde gelistirilen farkli maya hiicreleri taze
kiltiire aktarildiktan sonra OD=0.5’de sicaklik stresi olusturmak amaci ile 25
°C’den 39 °C’ye aktarilmig ve sicaklik stresinin depo karbonhidratlarinin
birikimine olan etkisi incelenmistir. 25 °C’de ve 39 °C’de gelistirilen mayalarin
bazilarimin yiiksek trehaloz, bazilarinin ise yiiksek glikojen biriktirdigi
gozlenmistir. Sicaklik stresinde en yiiksek trehaloz birikimi C. albicans, P.
stipitis, C. rugosa ve M. fructicola suslarinda saptanmistir. Tiim suslar i¢in 39
°C’deki trehaloz birikimi 25 °C’deki trehaloz birikiminden oldukga yiiksek
bulunmustur. Sicakligin maya suslarinda uygulanan stres kosullar1 arasinda
trehaloz birikimini en ¢ok tetikleyen stres kosulu oldugu belirlenmistir. Calismada
kullanilan maya tiirlerinin trehaloz birikiminin kontrol olarak kullanilan S.

cerevisiae’nin trehaloz birikiminden yiiksek oldugu bulunmustur.

Sicaklik stresinin glikojen birikimi iizerindeki etkisi arastirildiginda ise Z.
bailii, Z. rouxii, Y. lipolitica, ve M. fructicola’nin glikojen seviyesinde 39 °C’de
25 °C’ye gore azalma gdzlenmistir. Calismada kullanilan diger mayalarda ise 39
°C’de glikojen birikimi daha yiiksek olmakla birlikte mayalardaki glikojen
birikimi trehaloz birikimi kadar artis gostermemistir. Calisilan maya suslar
arasinda diger stres kosullarinda oldugu gibi C. rugosa’da sicaklik stresinde de

yluksek glikojen birikimi belirlenmistir.

Parrou ve ark. (1997) tarafindan yapilmis olan benzer bir ¢alismada 7PS1-
LacZ fiizyonlari ile farkl sicakliklarda depo karbonhidratlarinin S. cerevisiae’daki
metabolizmasini incelemisler ve hiicreleri 33 °C’ye transfer edildiklerinde
TPSI‘in aktivitesinin arttign gozlemlenirken 37-38 °C’de maksimuma ulastig
gOzlenmistir. 40 °C’nin Ustiinde ise TPSI aktivitesi sifira diismiistiir. 42 °C’nin

istinde NTHI ve glikojen genlerinin aktivitelerinin  diisik oldugu
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gozlemlenmistir. Glikojen sentaz aktivitesi 25 °C ile 30 °C arasinda aktif iken 42

°C’de % 25 azalmustir.

Li ve ark. (2009) yaptiklari ¢alismada S. cerevisiae’y1 30 °C’den 42 °C’ye
aktararak sicaklik stresine maruz birakmuslardir. Hiicre ici trehaloz miktarinin
sicak stresinin ilk 1 saatinde oldukga arttigini belirlemislerdir. Trehaloz birikimi
yiiksek sicakliklarda proteinlerin dogal konformasyonlarinda kalmalarini
saglamaktadir. 1-2 saat sonra trehaloz birikiminin biraz daha distigi
gbzlemlenmistir. Trehalozun bu degredasyonunun hiicreyi sicak soktan korumak
amact ile gerceklestirildigi  diisiiniilmektedir. Baslangi¢ sicak  sokun
uygulanmasindan 2-4 saat sonrasinda trehaloz miktarinin tekrar arttig1 ve 4. saatte
maksimum seviyesine ulastig1 belirtilmistir. 6 saatlik gézlemin son iki saatlik
periyodunda ise trehaloz miktarinda 6nemli bir diislis olmustur ve bu durum
ortamdaki glukoz miktarinin diistisiine baglanmistir. STRE’ler stres kosullarina
kars1 hiicreye tolerans kazandirmaktadir. Mayalarda bulunan Msn2p/Msn4p
transkripsiyon faktorleri NTHI, TPS1 ve TPS2 genlerinin promotor bdlgelerine
baglanarak onlarin transkripsiyonunu sicak streste arttirmaktadir (Li ve ark.,

2009).

Ribeiro ve ark. (1999) tropikal maya hiicrelerinde trehaloz birikimini
inceledikleri ¢alismada maya hiicrelerinin bir serisini 50.5 °C’de 8 dakika diger
sersini ise 40 °C’de 60 dakika ve hemen sorasinda 50.5 °C ‘de 8 dakika sicaklik
stresine maruz birakmigslardir. Calismada S. cerevisiae, Candida, Clavispora,
Kluyveromyces ve Torulaspora’ya ait tiirler kullanilmistir. Maya hiicreleri
habitatlar1 nedeni ile yiiksek sicakliklarda canli kalabilmislerdir. Glukozda gelisim
siiresince maya hiicreleri farkli sicak soklarina diisiik direng gelistirmis olup
diisiik trehaloz birikimi gozlenmistir. Duragan fazdaki hiicrelerde ise yliksek
trehaloz birikimi ve yiiksek direng belirlenmistir. Mayalar 28 °C’den 50.5 °C’ye
transfer edildiklerinde % 8’in altinda canlilik gostermiglerdir. Bu hiicrelerin
trehaloz birikimleri 5 mg/g kuru agirhgin  altindadir ve koruyucu
bulunmadigindan dolay1 hiicre oOliimleri olduk¢a yiiksektir. Maya hiicreleri
40°C’de 60 dakika on sicaklik muamelesinde adaptiv cevap gelistirerek bir 6nceki

duruma oranla daha fazla trehaloz biriktirmislerdir ve koruyucunun yiiksek
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sentezinden dolay1 hiicre canliligi da korunmustur. Calismada kullanilan maya
tiirleri bu sicaklik degisimlerine farkli trehaloz birikimleri ve canlilik oranlari ile
cevap vermiglerdir. Bu durumun sicak sok proteinlerinin (Hsps) termotoleransligi

arttirmast ile ilgili oldugunu belirtmislerdir.

Tiirkel (2005) yaptig1 calismada farkli Pichia tiirlerini OD=0.5’de 25
°C’den 37 °C’ye transfer ederek sicaklik stresi uygulamustir. P. anomala’da
sicaklik stresinden sonra glikojen miktarinin ortalama % 40 diistiigiinii, trehaloz
miktarinin ise arttigini belirtmistir. P. angusta igin ise sicak stresinde trehaloz ve
glikojen biyosentezi indiiklenmemistir. Beklendigi gibi S. cerevisiae’da ve onun
gibi P. farinosa’da sicaklik stresi ile trehaloz biyosentezi aktif hale gelmistir.
Glikojen miktarindaki diististin glikojenin stresle aktif hale gelen dongiisiinden ve

tilketiminden kaynaklandig: diistintilmektedir.

Zahringer ve ark. (1997) yaptiklar1 ¢alismada stres kosulunun trehaloz
tizerindeki etkisine NTHI geni aracilig1 ile incelenerek sicaklik stresinin trehaloz
tiiketimindeki roliinii anlamaya g¢aligmiglardir. Hiicreler 40 °C’de sicak strese
maruz birakilmislardir ve trehaloz seviyesinde artis gézlenmistir. Sicaklik stresi
stiresince hem notral trehalazin hemde trehaloz sentez enzimlerinin aktivitelerinde
artis gozlenmistir. Arastirmacilara gore tehalozun bu dongiisii hiicrenin glukoz

icerigini sabit tutmaya ¢alismasindan kaynaklanmaktadir.

Yapilan ¢aligmada maya hiicrelerinin sicaklik stresinde depo karbonhidrati
olarak trehalozu biriktirdigi ve daha Once yapilan caligmalarda belirtildigi gibi
sicaklik stresinde proteinlerini koruma altina almak i¢in yaptigi sdylenebilir (Li ve
ark. 2009). Sicaklik stresinde glikojen miktar1 diisen maylarin trehaloz birikimleri
25 °C’ye oranla yiiksektir. Bu durumun glikojenin trehalozdan daha once
sentezlenen ve stres kosullarinda trehalozdan once tiiketilen depo karbonhidrati
olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda belirtildigi gibi
bizim c¢alismamizda da trehaloz birikiminin sentezden sorumlu genlerin
transkripsiyonundaki artistan kaynaklandigi soylenebilir. Nitekim sicaklik
stresinde trehaloz sentez genlerinin promotor bdlgelerinde yer alan STRE
elementlerinin Msn2p/4p transkripsiyon faktorleri ile aktif hale geldigi cikan

sonuclarla yorumlanabilir (Li ve ark., 2009).
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Bakir ve demir mayalar i¢in temel elementler olup bir¢ok enzimde
kofaktor olarak rol oynamaktadirlar. Bu iki metalin asimilasyonu ve sonraki
metabolizmast mayalarda yakin iligkilidir. Mayalarin bakir ve demir
metabolizmalarin1 anlamak patojenitelerini anlamak agisindan 6nemlidir. Diisiik
miktarlarda bakir maya i¢in iz element olup yiiksek konsantrasyonlarda hiicre i¢in
toksiktir (Walker, 1998). Bakir toksisitesi bakirin niikleik asit ve enzimlerle olan
etkilesimi ile ortaya ¢ikmaktadir. Fakat en biiyiikk zarar1 plazma membraninin
biitiinliigliinii bozmasidir. Mayalarda bakir iyonlarmin dengesi bir¢ok alimla,
akigla ve dig ortamdaki bakir iyonlarinin varlhig ile ayarlanmaktadir. Bakir CUP/
geni tarafindan kodlanan bakir-metallothionein proteinleri ile hiicre i¢inde kontrol
edilmektedir. Boyle diisiik molekiiler agirlikli proteinler yiiksek miktarda toksik
metallere kars1 koruyucu olarak sentezlenmektedir. Bakir iyonlarinca indiiklenen
toksisiteyi onlemenin yolu bakir mineralizasyonunun kolaylastirilmasidir. Siireg
hiicre yilizeyinde CuS’lerin birikmesine olanak saglamaktadir. S. cerevisiae’da
SLFI geninin bu siireci kontrol ettigi belirlenmistir. Bakirin hiicre igine
trasportundan CT7R/ geni tarafindan kodlanan plazma membran proteinleri
sorumludur ve bu gen hiicre 10 uM altinda bakir i¢eren ortamda gelisiyorsa genin
anlatim1 artmaktadir (Walker, 1998). Bu transporter, mayalarda Fe(II) aliminda da
rol oynamaktadir. Hiicre i¢ine demir taginiminda siderefor olarak bilinen bilesikler
rol oynamaktadirlar. Mayalar ¢6ziinmeyen Fe(IIl) iyonlarin1 biyolojik olarak aktif
ve ¢oziilebilen Fe(Il) iyonlarina doniistiirmektedirler. S. cerevisiae, Sch. pombe ve
C. albicans plazma membranimnin demir rediiktaz aktivitesi ile hiicre dist
indirgemeyi basarmaktadirlar. S. cerevisiae’da bu enzim FRE! tarafindan
kodlanmaktadir. Agir metallerin ise 100 uM’dan fazlasi toksik olarak ifade
edilmektedir. S. cerevisiae agir metallere karsi pasif hiicre duvar biyosorpsiyonu
sergilemektedir. Bir¢ok mayalarda kadmiyum direncine karsi sentezlenen
sitoplazmik Cd™ baglayan metallothionein kompleksler belirlenmistir (Walker
1998). Magnezyum ve potasyum gibi metaller mayalarin gelisimi i¢in milimolar
diizeyinde gerekmektedir. Magnezyum bir¢ok glikolitik enzimin aktivitesi igin
gerekmektedir. Onemli metabolik enzimleri etkilemesinin yaninda metal iyonlari

hiicre membraninin stabilitesini ve dinamigini de etkilemektedir (Walker, 1998).
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Bu calismada maya hiicrelerinde metal stresi olusturabilmek igin son
konsantrasyon 0.1 mM olacak sekilde Fex(SO4);, CuS04.5H,0, MgSO4,
CoCl,.6H,0, CdCl, ¢ozeltileri besi ortamina hiicre yogunlugu OD:0.5 oldugunda
eklenmistir Maya hiicreleri i¢in toksik oldugu bilinen bu konsantrasyonun
mayalarda depo karbonhidratlarinin ~ sentezini  tetikleyip tetiklemedigi

belirlenmeye calisilmistir.

Her bir maya tiirii i¢in farkli metal streslerinde biriktirilen trehaloz
miktarinin birbirinden farkli oldugu bulunmustur. Genel olarak incelendiginde
Fe(Ill) stresinin tiim mayalarda trehaloz birikimini tetikledigi belirlenmistir. Z.
bailii i¢in tim metallerin trehaloz birikimini tetikledigi, sirasi ile etkilerinin
Fe(IlI), Cd, Cu, Mg, Co seklinde giderek azaldig1 gozlenmistir. Z. rouxii igin Cd
ve Fe streslerinin ayni oranlarda etkili oldugu goriilmiistir. P. stipitis ve Y.
lipolitica ve M. fructicola i¢in ise metal streslerinin trehaloz iizerine etkisinin
siirlt oldugu saptanmistir. Yapilan degerlendirme sonucu C. rugosa igin 6zellikle
Fe(Ill) stresinin trehaloz birikimini arttirdigini, S. cerevisiae i¢in Fe(Ill) ve Cd
streslerinin digerlerine gore biraz daha etkili oldugunu; fakat S. cerevisiae (4regl)
susunun metal stresinden daha fazla etkilenerek trehaloz biriktirdigini tespit

edilmistir.

Glikojen metabolizmasini inceledigimizde ise metal stresinin glikojen
birikimini trehaloz birikiminden daha fazla uyardigi saptanmistir. En yiiksek
glikojen birikimine C. rugosa’da ulasilmis olup miktar1 12.9 + 0.2 pg glukoz / mg
olarak belirlenmistir. Z. baili’de glikojen birikiminin trehaloz birikminden daha
diisiik oldugu bulunmustur. M . fructicola i¢in ise diger metal stresleri etkili
olmazken Co stresinin glikojen birikimi i¢in oldukga etkili oldugu belirlenmistir.
Kontrol sus olarak kullanilan S. cerevisiae ve Ozellikle yiiksek glikojen {irettigi
bilinen S. cerevisiae (Aregl)‘in glikojen birikiminin ise Z. rouxii, C. albicans, P.

stipitis, C. rugosa, Y. lipolitica’dan oldukca diisiik oldugu bulunmustur.

Yiiksek glikojen ve trehaloz iiretimi nedeni ile tercih edilen C. rugosa’nin
farklr stres kosulart altindaki trehaloz ve glikojen iiretimi kontrol sus olarak C.
albicans ve S. cerevisiae kullanilarak TPS1 ve GSYI gen bolgeleri ile RT-PZR

yontemi ile analiz edilmistir. C. rugosa‘nin TPSI geninin gen anlatim oranina
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maya susuna alternatif karbon kaynagi olarak asetik asit verilerek RT-PZR
yontemi ile bakildiginda stressiz kosula gore asetik asit stresinde 7PS/ geninin
mRNA diizeyinde 1.40 kat daha fazla ifade edildigi belirlenmistir. Bunun yani sira
C. rugosa’ya azot stresi uygulandiginda, enzimatik yontem ile her iki alternatif
azot kaynaginda (prolin, tire) yaklasik ayn1 miktarlarda ve diisiik trehaloz birikimi
elde edilirken; molekiiler analizlerde prolin bulunan ortamda 7PS/ geninin
ifadesinin stressiz kosula gore 1.30 kat arttig1, iire bulunan ortamda ise stressiz
kosula oranla 0.70 kat arttig1 gdézlenmistir. C. rugosa’da oksidatif stres altinda
trehaloz tiretimi RT-PZR analizi ve enzimatik analiz ile belirlendigi {izere yiiksek
bulunmustur. RT-PZR ile C. rugosa TPSI geninin gen anlatim oraninin uygulanan
metal stresleri arasinda Co stresinde en fazla ifade edildigi belirlenirken enzimatik

analizde ise Fe(Ill) stresinde belirgin bir sekilde trehaloz birikimi gozlenmistir.

C. albicans TPSI geninin farkli stres kosullar1 altinda transkripsiyon
diizeyine bakildiginda asetik asit stresinde biyokimyasal analiz ile Onemli
olmayan miktarda trehaloz birikimi belirlenirken RT-PZR ile stressiz kosula
oranla 4.30 kat daha fazla transkripsiyon orani saptanmistir. Biyokimyasal
analizde oldugu gibi mRNA diizeyinde de iire’nin azot kaynag olarak bulundugu
ortamda prolinin bulundugu ortama oranla daha fazla trehaloz ifadesi
gozlenmistir. Sicaklik stresinde her iki yontemde stressiz kosula oranla daha fazla
trehaloz miktar1 belirlenmistir. Metal stresinde ise biyokimyasal yontem ile Cd ve
Fe(Ill) streslerinde yiiksek trehaloz birikimi belirlenirken transkripsiyon
diizeyinde Cu stresinde 7PS! geninin diger metal streslerinden daha fazla ifade

edildigi tespit edilmistir.

S. cerevisiae icin ise farkli karbon kaynaklarinda trehaloz birikiminin
biyokimyasal deneyler sonucunda asetik asitte ve gliserolde yakin oranlarda
oldugu belirlenirken 7PS!7 geninin mRNA diizeyinde ifadesi incelendiginde asetik
asit stresinde gliserole oranla 1.50 kat fazla transkripsiyon belirlenmistir. Farkli
azot kaynaklarinin kullanildigi ortamda S. cerevisiae’nin trehaloz birikimi iire
bulunan ortamda 0.003 + 0.00 pg glukoz / mg iken prolin bulunan ortamda ise
1.22 + 0.02 pg glukoz / mg olarak belirlenirken 7PS/ geninin transkripsiyon

oraninin ise lire bulunan ortamda prolin bulunan ortama oranla daha fazla oldugu
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gozlenmistir. Sicaklik stresinde her iki yontemde de artan 7PS/ mRNA seviyesi
belirlenirken ayn1 sekilde oksidatif stres i¢in her iki yontemde de kontrole gore
daha diisiik 7PS7 mRNA seviyesi saptanmigtir. Fe(III) streslerinde diger metal
streslerine oranla daha fazla trehaloz birikimi elde edilirken ayni sonuca RT-PZR

deneylerinde de ulagilmigtir.

Enzimatik yontem ile maya suslarinin trehaloz birikim orani ve
molekiiler analiz ile 7PS/ geninin transkripsiyon orani karsilastirildiginda
benzer sonuglar elde edilmekle birlikte her iic maya susu icin enzimatik analiz
ile asetik asit stresinde diisiik trehaloz birikimi belirlenirken molekiiler analizde
TPS1 geninin bu stres ortaminda yiiksek oranda ifade edildigi gdzlenmistir.
Ayni sekilde enzimatik analiz ile karsilastirildiginda maya suslari i¢in metal
streslerinde elde edilen yiiksek sonuglar 7PS/ geninin en yiiksek ifade edildigi
metal stresi agisindan farklilik gostermektedir. Kimyasal yontem ve molekiiler
teknik arasindaki bazi farklar kimyasal yontemin reaksiyon etkinligine bagl
olmasindan kaynaklanabilmektedir. Enzim miktarindaki artis allosterik
efektorler ve kovalent modifikasyonlarla enzimatik aktivitede degisime neden
olabilmektedir (Ferreira ve ark., 1996; Francois ve Parrou., 2000). S.
cerevisiae’da trehaloz sentaz kompleksinin altbirimlerini kodlayan 4 farkli gen
bulunmaktadir. Bunlar 7PS1, TPS2, TPS3 ve TSLI dir. Ayn1 zamanda trehaloz
birikimi ATHI ve NTH1 gibi degredasyondan sorumlu genlerin aktivitesine de
baglidir. Winderickx ve ark. (1996) farkl trehaloz sentaz kompleksi genlerinin
anlatim seviyelerinin besinlerin kullanilabilirliligi, stres kosullar1 ve Ras-cAMP
yolu ile kontrol edildigini belirtmislerdir. Ayrica trehaloz sentaz kompleksinin
alt birimlerini kodlayan genlerin promotor dizileri ¢oklu kopya halinde STRE
baglanma sekanslari (CCCCT) bulundurmaktadir. Farkli trehaloz sentaz enzimi
alt birimlerini kodlayan genlerinin transkripsiyonal diizenlenmesi STRE ile
iligkilidir. STRE ise transkripsiyon faktorleri Msn2p/Msn4p’nin baglanma
sekansidir. Frangois ve Parrou. (2000)‘in belirttigi gibi maya hiicreleri yiiksek
etanol konsantrasyonuna maruz kaldiginda artan trehaloz birikimi gozlenirken
TPSI gen anlatiminin etkilenmedigi gozlenmistir. Arastirmacilara gére depo
karbonhidratlarinin net birikimi yikim yolundaki NTH! geninin delesyonu ile

belirlenebilmektedir. Parrou ve ark (1997) ise stres kosullarinin trehaloz ve
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glikojen molekiillerinin birikimini degil daha c¢ok dongiisiinii uyardigini
belirtmislerdir, yani sentez enzimleri gibi yikim enzimleride aktif hale
gelmektedir. Konu ile ilgili daha 6nce yapilan c¢alismalarda da belirtildigi gibi
biyokimyasal analizlerde toplam trehaloz birikimi tayin edilmektedir. Sentez
(TPS1) ve yikim enzimlerinin (NTH1I) aktivasyonlarinin ardindan net birikim
belirlenmektedir. Li ve ark. (2009)’un belirtildigi gibi 7PS/ geninin delesyonu
ile trehaloz sentezi diismektedir; fakat trehalozun sentezi kompleksde yer alan

diger genlere ve yikim enzimlerinin aktivitesine de baglhdir.

Zaragoza ve ark. (2003) C. albicans ile yaptiklar1 caligmada oksidatif
stresin 7PS1 mRNA ekspirasyonunu azalttigini belirtmiglerdir. Winderickx ve
ark. (1996)’da S. cerevisiae ile yaptiklar1 ¢alismada da benzer sonug elde
edildigini  belirtmislerdir ve bu etkinin enzimin post translasyonel
modifikasyonundan kaynaklanabilecegini vurgulamiglardir. Arastirmacilar
trehalozun ¢esitli streslere karst koruyucu roliiniin trehaloz biyosentezinde yer
alan enzimatik kompleksin transkripsiyonel ve muhtemelen post

transkripsiyonel diizenlenmesine bagli oldugunu vurgulamislardir.

Bu ¢alismada transkripsiyon ve biyokimyasal yontemde elde edilen
farkli sonuclar enzim kompleksinde yer alan alt birimlerin farkli miktarda
sentez, yikim enzimleri, bu genlerin promotor bolgelerinde yer alan STRE
elementleri ve Msn2/4 kompleksinin farkli enzimleri ve Tpsp/Nthp

proteinlerinin post translayonel modifikasyonel diizenlemeleri ile agiklanabilir.

GSYI geninin anlatim1 ve biyokimyasal yontemle elde edilen glikojen
sonuglarina gore; C. rugosa’nin alternatif karbonhidrat kaynaklarinda
biriktirdigi glikojen miktar1 asetik asitte 0.59 + 0.05 pg glukoz / mg iken
gliserolde ise 0.69 + 0.14 pg glukoz / mg olarak belirlenmis olup degerlerin
birbirine yakin oldugu goézlenmistir. GSY/ geninin anlatimina bakildiginda
stressiz kosula oranla asetik asitte 3.99 kez artis belirlenirken gliserolde ise
stressiz ortamdan daha az gen anlatimi1 belirlenmis olup; yaklasik 0.20 katidir
ve biyokimyasal analizin aksine asetik asitte transkripsiyon orani gliserol
bulunan ortamdakinden fazladir. C. albicans‘in asetik asit bulunan ortamda

biriktirdigi glikojen miktar1 6.55 + 0.08 pg glukoz / mg, gliserolde biriktirdigi
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glikojen miktar1 ise 0.39 + 0.08 nug glukoz / mg olarak tesbit edilmistir. RT-
PZR analizlerinde ise asetik asit stresinde stressiz kosula gore 10.28 kat,
gliserol stresinde ise 3.15 kat daha fazla gen anlatimi belirlenmistir. Her iki
analizde de asetik asit stresinde elde edilen sonuglarin gliserol stresine oranla
daha yiiksek oldugu saptanmistir. S. cerevisiae nin karbonhidrat stresinde
biyokimyasal analiz ve molekiiler analizdeki sonuglari yakin olup her iki
alternatif  karbon kaynaginda glikojen birikimi ve GSY/  geninin
transkripsiyonunun diisiik oldugu gézlenmistir. Azot kaynaklar1 agisindan stres
uygulanan maya suslarindan C. rugosa’da farkli azot kaynagi olarak iire
kullanildiginda 11.78 + 0.20 pg glukoz / mg glikojen birikimi belirlenirken
prolin stresinde ise 1.82 + 0.07 pg glukoz / mg glikojen birikimi belirlenmistir.
Ayni maya susunun azot stresinde GSY/ transkripsiyon diizeyi incelendiginde
tire stresinde stressiz kosullara gore 1.83 kat, prolin stresinde ise stressiz
kosullara gore 0.67 kat daha fazla gen anlatimi saptanmistir. Her iki analizde
de iire stresinde daha yiiksek sonuclar elde edilmistir. C. albicans igin iire
stresinde 1.28 + 0.04 pg glukoz / mg, prolin stresinde 0.37 £ 0.02 pg glukoz /
mg glikojen birikimi belirlenirken ayni stres kosullarinda molekiiler analiz
sonucu iire stresinde 2.20 kat, prolin stresinde ise 0.91 kat daha fazla
transkripsiyon gerceklesmistir. Her iki ¢alismada elde edilen sonuclar
karsilagtirildiginda iirenin glikojen birikimini tetikledigi ve bunu GSY/ geninin
transkripsiyonunu arttirarak gergeklestirdigi soylenebilir. S. cerevisiae‘da ise
iire stresinde 0.95 + 0.09 g glukoz / mg glikojen birikirken prolin stresinde
2.09 = 0.10 pg glukoz / mg glikojen biriktigi enzimatik yontem ile
belirlenmigtir. Molekiiler analizde elde edilen sonuglardan farkli olarak iire
stresinde 2.82 kat, prolin stresinde ise 0.66 kat daha fazla transkripsiyon
saptanmistir. C. rugosa nin 25 °C’deki glikojen birikimi 6.81 + 0.09 pg glukoz
/ mg iken maya susu sicaklik stresine maruz kaldiginda glikojen birikimi 10.82
+ 0.09 pg glukoz / mg’a yiikseldigi enzimatik analiz ile belirlenmistir. Ayn
sekilde molekiiler analizde de maya susunun glikojen birikimi stressiz kosula
oranla sicaklik stresinde 4.17 kat arttig1 gozlenmistir. C. albicans’in 25 °C’deki
glikojen birikimi 2.60 + 0.30 iken maya 39 °C’de sicaklik stresine maruz

birakildiginda bu oranin ¢ok az artarak 2.79 + 0.05 pg glukoz / mg oldugu
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biyokimyasal metodla belirlenirken ayni stres kosulunda C. albicans’in GSYI
transkripsiyon oraninin stressiz kosula gore 1.45 kat arttigi belirlenmistir. S.
cerevisiae’da ise biyokimyasal analizle 25 °C’de 0.74 + 0.02 pg glukoz / mg,
39 °C’de ise 0.80 + 0.05 pg glukoz / mg glikojen birikimi elde edilirken
molekiiler analizde stressiz kosula oranla sicaklik stresinde GSY/ geninin
transkripsiyon oraninin diistiigii belirlenmistir. Oksidatif stres sonuglarina gore
C. rugosa’nin biyokimyasal analizlerinde stressiz kosullarda 8.20 + 0.20 pg
glukoz / mg glikojen birikirken oksidatif stresde bu oranin biraz daha arttig1 ve
10.43 + 0.17 pg glukoz / mg oldugu tespit edilmistir. Molekdiler analizlerde ise
GSYI geninin ekspirasyon oranmin stressiz kosula oranla daha az oldugu
gozlenmistir. C. albicans igin ise tam tersi durum s6z konusu olup enzimatik
analizlerde diisen glikojen birikimi belirlenirken; kontrolde 3.01 + 0.06 pg
glukoz / mg, oksidatif stresde 1.94 = 0.20 pg glukoz / mg; molekiiler
analizlerde ise 5.43 kat artan transkripsiyon orani belirlenmistir. S.
cerevisiae’nin molekiiler analizlerinde 1.08 kat artis belirlenirken enzimatik
analizlerde ise kontrol deneyleri ve stres deneyleri arasinda fark
gozlenmemistir. Metal streslerinin glikojen birikimine ve GSY/ geninin
transkripsiyon oranina etkisine bakildiginda ise C. rugosa metal stresine maruz
kaldiginda biyokimyasal analizde en yiiksek glikojen birikimi Fe(III) stresinde
gergeklesirken ayni sekilde molekiiler analizde de en yiiksek gen anlatimi
Fe(III) stresinde 1.72 kat olarak saptanmustir. C. albicans 1n kimyasal analizde
ve molekiiler analizde en fazla etkilendigi metal stresi Cd olarak saptanirken
glikojen birikimi enzimatik yontemle 5.84 + 0.02 pg glukoz / mg olarak
bulunmus ve gen anlatiminin 78.13 kat artmis oldugu ve molekiiler analizlerde
elde edilen en yiiksek deger oldugu belirlenmistir. S. cerevisiae igin ise Fe(III)
ve Cu streslerinde diger metallere oranla daha fazla glikojen birikimi
belirlenirken RT-PZR analizlerinde Mg’da 1.50 kat, Cu‘da 1.30 kat artis

gozlenmistir.

Molekiiler ve biyokimyasal analiz sonuglar1 yakin olmakla birlikte,
ozellikle oksidatif stres sonucunda molekiiler analizi ile biyokimyasal analiz
arasinda diger stres kosullarina gore biraz daha farkli sonuglar elde edilmistir.

Bunun nedeninin ise, Jamieson (1998)’in belirttigi gibi, oksidatif stresin H,O,
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maruziyetinin glikojen ve trehaloz sentezinde yer alan genlerin anlatimini
etkilemediginden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Arastirmaci oksidatif streste
esik degerindeki trehalozun ve glikojenin yasam icin gerekli oldugunu

belirtmistir.

RT-PZR analizlerinde glikojen sentezinin artisini belirlemek amaci ile
hedef aldigimiz gen GSY! 'dir. S. cerevisiae’da glikojen sentezinden sorumlu 2
gen bulunmaktadir. Bunlar GSY/I ve GSY2’dir. Yapilan caligmalar glikojen
sentezinde GSY2 geninin GSY/ kadar rol oynadigini belirtmigdir. Ayni
zamanda glikojen yikimi ise iki farkli gen bolgesi tarafindan kontrol
edilebilmektedir; bunlar glikojen fosforilaz GPHI ve glikojen debranching
enzimlerini kodlayan GDBI’dir (Frangois ve ark., 2012). Molekiiler analizde
enzimatik analizden farkli elde edilen sonuglarin sebebinin sentez ve yikim
reaksiyonlarmin totaline degilde metabolizmanin kontroliiniin sadece tek gen

tizerinden incelenmesi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Pseudohifsel gelisim ile trehaloz ve glikojen birikimi arasindaki iligki
incelendiginde Z. bailii i¢in 24, 48, ve 72. saatlerde SLAD besi ortamindaki
pseudohifsel gelisim YPD besi ortamindan yiiksek olmasina ragmen her {i¢ saatte
YPD besi ortaminda trehaloz ve glikojen birikimi SLAD besi ortamina gére daha
yiiksek olarak belirlenmistir. Z. rouxii igin ise SLAD besi ortaminda pseudohifsel
gelisimin her {i¢ saatte yiiksek, 24. ve 48. saatlerde glikojen birikiminin SLAD
besi ortaminda yiiksek, 72. saatte ise trehaloz ve glikojen birikiminin YPD besi
ortaminda daha yiiksek oldugu bulunmustur. C. albicans’da SLAD ortaminda
pseudohifsel gelisimi YPD ortamindan daha yiiksek olup trehaloz ve glikojen
birikiminin her iki besiyerinde yakin diizeyde oldugu gozlenmistir. P. stipitis’de
ise en fazla pseudohifsel gelisim 72. saatte SLAD besi ortaminda belirlenirken 48
ve 72. saatlerde glikojen birikiminin trehaloz birikimine oranla oldukc¢a yiiksek
oldugu belirlenmistir. C. rugosa nin 72. saatte SLAD besi ortaminda pseudohif
olusumu diger saatlere ve besi ortamina gore daha yiiksek olup bu saatlerde
SLAD besi ortaminda glikojen birikiminin trehaloz birikimine goére oldukca
yiiksek oldugu saptanmustir. Y. lipolitica’da YPD besi ortaminda pseudohifsel
gelisim gozlenmezken SLAD besi ortaminda 24, 48 ve 72. saatlerde az da olsa
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pseudohifsel gelisim gozlenmis ve bu saatlerde SLAD besi ortaminda trehaloz
birikiminin glikojen birikimine oranla yiiksek oldugu belirlenmistir. M.
fructicola’da ise her iki besi ortaminda 24, 48 ve 72. saatlerde pseudohifsel
gelisim gozlenmemistir. S. cerevisiae i¢in 72. saatte SLAD besi ortaminda
pseudohifsel farklilagsma belirlenirken; SLAD besi ortaminda trehaloz ve glikojen
birikimi YPD ortamindan daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Kontrol sus olarak
kullanilan S. cerevisiae 21278°de ise pseudohifsel farklilasma SLAD besi
ortaminda gozlenirken YPD besi ortaminda gdzlenmemistir. Bu susun trehaloz
birikimi YPD besi ortaminda daha yiiksek iken glikojen birikiminin ise SLAD

ortaminda yiiksek oldugu belirlenmistir.

Pseudohifsel gelisimin cAMP bagimli protein kinaz ve MAPK yolu ile
diizenlendigini daha once belirtilmistir (Palecek ve ark., 2002). Hiicre i¢i cAMP
seviyesi ve besinsel durum arasindaki iliski arastirildiginda yiiksek hiicre igi
cAMP seviyesine sahip olan hiicrelerin besinsel aglik stresine karsit daha duyarli
oldugu ve diisiik miktarda glikojen ve trehaloz biriktirdigi belirlenmistir (Gagiano,
2002). Filamentli gelisim stres sonucu artan sinyal olaylarinin artisindan da
etkilenmektedir. Azot ve karbon ac¢ligi haploid ve diploidlerde pseudohifsel
farklilagmay1 etkileyebilmektedir (Palecek ve ark., 2002). S. cerevisiae’da azot
acliginda glikojen ve trehaloz metabolizmalar1 ¢alismakta dolayisiyla bu
karbonhidratlarin birikimi olmaktadir. cAMP sentezinin azalmasi ve buna baglh
olarak PKA’nin inaktiflesmesi ile glikojen ve trehaloz sentezlenmektedir. Bu
nedenle pseudohifsel farklilagma yolu calismamakta ve filament olusumu
gozlenmemektedir (Versele ve ark., 2001). Buna paralel olarak yapilan ¢alismada
C. rugosa ve P. stipitis’de yiiksek glikojen birikimi belirlenirken diger suslar Z.
bailii, Z. rouxii ve C. albicans’a oranla daha az pseudohif olusturduklari

belirlenmistir.

Farkli maya suslarinda gozlenen farkli pseudohifsel gelisimi Madhani ve
Fink. (1998)’in belirttigi gibi c¢evresel uyaranlara karsi filamentli gelisim bir
organizmadan digerine 6nemli derecede degisim gostermektedir. S. cerevisiae’da

azot achgr pseudohifsel farklilasmayr wuyarirken C. albicans’da serum
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pseudohifsel gelisimi uyarmaktadir. Elde ettigimiz sonuglarda YPD ortaminda da

pseudohifsel farklilagmanin goriilmesi Gancedo (2001)’de belirtilmistir.

Saglikli kisilerin vajenlerinden alinan O6rneklerden izole edilen ve
molekiiler identifikasyonlar1 yapilan 6rneklerin C. glabrata oldugu belirlenmistir.
Ayni sekilde Osmanagaoglu ve ark. (1999) yaptiklar1 calismada 78 izolattan
39’unu C. albicans olarak tanimlarken ikinci siklikta rastlanan Candida tiiriiniin
Candida glabrata oldugunu belirlemislerdir. Kocoglu ve ark. (2005)’in yaptiklar1
benzer ¢alismada da yine vajen 6rneklerinden elde edilen izolatlarin tanimlamasi
yapildiginda % 60 oraninda C. albicans ikinci siklikla % 22.20 oraninda C.
glabrata identifiye edilmistir. Daha Onceleri patojen olmayan saprofit normal
flora elamani olarak bilinen C. glabrata’nin C. albicans’dan sonra ikinci veya

liclincii yaygin patojen oldugu belirlenmistir (Fidel ve ark., 1999).

Bu calismada elde edilen sonucglara gore farkli maya tiirlerinin farkl
streslerde trehaloz ve glikojen metabolizmalarinin birbirinden farkli oldugu
belirlenmis olup o6zellikle sicaklik stresinin, oksidatif stresin ve bazi metal
streslerinin depo karbonhidratlariin birikimini uyardigi belirlenmistir. Calismada
daha once trehaloz ve glikojen metabolizmalar1 c¢alisilmamis olan suslar ile
calisilmistir. C. rugosa’nin, enzimatik yontem ile belirlenen yiiksek trehaloz ve
glikojen birikimi nedeni ile trehaloz ve glikojen sentez genleri bilinmeyen ve bu
genleri hizalama ile belirlenen bu maya susunun kontrol maya suslari kullanilarak
olas1t TPSI ve GSYI genlerinin stres kosullar1 altinda transkripsiyon oranlari
belirlenmistir. Ayn1 zamanda yapilan ¢alisma ile 7PS/ ve GSYI genlerinin tek
basglarina trehaloz ve glikojen birikimleri hakkinda net bilgi veremeyecegi

gozlenmistir.

Calismada ayn1 zamanda pseudohifsel farklilagmanin azot eksikligi
sinyalleri ile uyarildigin1 SLAD besi ortaminda yiiksek pseudohifsel gelisim
belirlendigini ve bu ortamda C. rugosa ve P. stipitis gibi suslarda yiiksek oranda
glikojen depolanabildigi belirlenmistir. Ayni sekilde farkli maya suslarinin
pseudohifsel gelisimleri ile trehaloz ve glikojen birikimi arasinda farkliliklar

oldugu tespit edilmistir.
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Bu c¢alismanin devami olarak trehaloz ve glikojen metabolizmasi ile ilgili
literatiirde bilgi yetersizligi olan C. rugosa nin degredasyonda goérev yapan gen
bolgeleri de kullanilarak trehaloz ve glikojen birikimlerinin ayrintili bir sekilde
incelenebilecegi diisliniilmektedir. Pseudohifsel farklilasma ile trehaloz ve
glikojen birikimi arasindaki iliskinin molekiiler analizler ile desteklenebilecegi ve
pseudohifsel gelismenin patojen suslar C. albicans ve C. rugusa nin patojenitesi

ile olan iligkisinin arastirilabilecegi diistiniilmektedir.
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EK1.S. cerevisiae’ya ait TPSI ve GSYI gen bolgeleri, erisim numaralar,

primer setleri

GENIN ISMi: TPS! mRNA for alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase
NCBI Erisim Numarasi: X68214.1

Ileri primer dizisi: 5’ -aggctaacaaactaggtactcaca -3’

Geri primer dizisi: 5’-tcttcttcaacccttccaac -3’

RT-PZR ile ¢ogaltilacak gen bolgesi bityiikliigii: 174

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

ttcttgaaca
atacagactt
cgtcttcagg
acagcagtac
aagggttgaa
acgatgagat
tcctgagcga
cgttattcca
acgaggcaaa
tctgggtgeca
agaagcaact
aaatttacag
tagtcgggtt
ttaacgtgaa
ccttccctat
aaaagagaat
acaggctgga
acgagcatcc
gagatgtgga
acggtcagtt
ttgaagagct
atggtatgaa
taatcctgag
cttggaacac
agaaagaagt
ggggtgaaaa
ccaccaaaaa
ctctgccctc

actgaaacgc

agcacgcagc
attaagacat
gggtaacatt
gggacagtac
gaagacgtac
ggatcaggtg
tgaaatcgca
ttaccatcct
ccagacgttc
tgattaccat
gcaaaacgtt
aatcttacct
ccactcatac
cacattgcct
cggtatcgac
ccaacaattg
ttacatcaaa
agaatggagg
agagtaccaa
cggtactgtg
gatttcgtta
cttggtttcc
tgagttcaca
cgatgatctt
taactgggaa
tttcgtccat
ctgatgaacc
tcttctattc

cacacgtcct

taagtaagca
agacctatga
attgtggtgt
gagtacgcaa
actttcaagt
aggaaggact
gacttactct
ggtgagatca
accaacgaga
ttgatgttgg
aaggtcgggt
gtcagacaag
gattatgcaa
aatggggtgg
gtggacaagt
aaggaaactt
ggtgtgcctc
ggcaaggttg
tatttaagat
gaattcgtcc
tatgctgtga
tacgaatata
ggtgccgeac
tctgatgcca
aaactttaca
gaattataca
cgatgcaaat
acttttttta

ctcctaaaaa

acaaagcagg
ctacggataa
ccaacaggct
tgtcgtccgg
ggttcggatg
tgctggaaaa
acaactggtt
atttcgacga
ttgctaagac
ttccggaaat
ggttcctgeca
agattttgaa
gacatttctt
aataccaggg
tcaccgatgg
tcaagggctg
agaagttgca
ttctggtaca
ctgtggtcaa
ccatccattt
gcgatgtttg
ttgcttgcca
aatccttgaa
tcaacgaggc
aatacatctc
gtacatcatc
gagacgatcg
tactttatat

aaaaaaaaa

128

ctaacaaact
cgctaaggcg
tcccgtgaca
agggctggtc
gcctgggcta
gtttaatgcc
cagtaattct
gaatgcgtyg
tatgaaccat
gttgagagtc
cacaccattc
gggtgtttty
gtcttccgtg
cagattcgtt
gttgaaaaag
caagatctta
cgccatggaa
ggttgcagtg
tgagttggtc
catgcacaag
tttggtctcg
agaagaaaag
tggtgctatt
cttgactttg
taaatacact
aagctcaaca
tctattcctg
aaaattatat

aggtactcac
caactgacct
atcactaaaa
acggcgttgg
gagattcctg
gtacccatct
attctatggc
ttggcataca
aacgatttaa
aagattcacg
ccttcgagtg
agttgtgatt
caaagagtgc
aacgtagggg
gaatccgtac
gttggtgtcyg
gtgtttctga
ccaagtcgtg
ggtagaatca
tctataccat
tccacccegtg
aaaggttcct
attgtaaatc
cccgatgtaa
tctgecttet
agctcctctg
gtccggtttt

aaatgacata
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GENIN ISMI: Saccharomyces cerevisiae S288c Gsylp (GSYI) mRNA

NCBI Erisim Numarasi: NM_001179980.1

fleri primer dizisi: 5 -acgaaacaaacgatgccata -3’

Geri primer dizisi: 5’-tctacacaatggcagggcta -3’

RT-PZR ile ¢ogaltilacak gen bolgesi biiytikliigii: 97

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

atggctcgtg
gttggtggta
gacaactata
cttgactggg
atgtccatgc
ccacgtgtca
gacctatggt
atattgttgg
catgccatca
aagaaaagaa
ttgtgtgccg
gaagctggta
gccgatgttt
aggaaaccgg
gaatttcaaa
ttccatggtt
tatgaataca
agattgaagg
accaattcct
actgttaatg
cctcataatg
gaaaaggttt
ccggtagtca
catgttagat
ttaaacgcca
ttgggtgttt
atgggtgtcc
attgaaacag
cctgatgaat
agacaaagaa
agaatggggt
cagttcaagc
ggcaagaaat

aatagtactg

acttacaaaa
tttactctgt
cgctgettgg
aagatgaaag
gggaaaaggg
ttttatttga
ctctcgtcgg
gttatgttgt
ttggccattt
ttgatgttgt
ctggtgatgt
agagaggcat
ttacgactgt
atggcatttt
atctgcatgc
gttttgattt
aaaacaaagg
tttctggatc
tcactgtgga
aggtcaccgc
gcctagaatc
tgctgaagaa
cacataacat
tattcaatga
ataaccctat
ttccatccta
catctatcac
accaagcgaa
ctgtcgagca
tcaaccaaag
tggaatacgt
aactggtggg
tcaagattgc
tttacatgac

tcatctactg
cttgaagtcc
acctttgaac
tatctttcct
tgtgaacttt
gctggattct
aattccatca
tgtgtggttt
ccatgaatgg
aacgattttc
agatttttat
atatcatagg
gtcgcaaatc
gcccaatggt
cctgaaaaag
cgatctagac
tgctgacatg
caagaagacg
ggcactgaaa
atccattggg
agagttgccc
aagggtattg
gtgcgatgat
ttcgagtgat
ccttggtttg
ttacgaacca
aacaaacgtt
agactatggt
attagcagac
aaacagaacc
taaggctaga
tgaaacaatt
caggcctttg
tccgggegat

ttcgaagtag
aaggctccag
aaggcgactt
gaagagctgt
gtctacggta
gtaagacact
ccagagcatg
ttgggagaag
ctagctggtg
accacgcacg
aacaatctac
tactgcattg
actgcattag
ttgaacgttg
gacaaaatta
aacacagttt
ttcattgaat
gtggtagcgt
agccaagcca
aagagaattt
actaatttag
gcgctgagaa
gctaacgatc
cgtgtaaaag
gattatgacg
tgggggtaca
tctgggttcg
atttatattg
tacatggaag
gaaagactat
cagttgggtc
agtgacgcca
agtgtacccg
ttaggtaccc

129

caacagaagt
tcactgtggc
atgaaagtga
taccgatcca
actggttgat
ttttgaacga
atcacgaaac
tttcaaaact
tagccctgec
caactttatt
agtattttga
agcgcgctgce
aagcggagca
ttaagtttca
atgatttcgt
atttctttat
cattggctcg
ttttgatcat
ttgtaaaatc
tcgagcatac
atgagctgtt
gaccttacgg
caattttaaa
tgattttcca
agtttgttcg
cgccagcaga
gtgcctacat
tagaccgtcg
agtttgtaaa
cagacttgtt
ttcgtagggc
atatgaatac
gatcccccaa

ttcaagatgc

aactaacagg
acaatacgga
ggttgaaaaa
aaaaactttg
tgagggagca
atggaaggct
aaacgatgcc
ggacagtagc
attgtgtaga
gggtagatac
tgtggaccaa
ggctcatact
tttgttgaag
agcagtacat
cagaggccat
cgctggtaga
tctcaattac
gcctgccaaa
tttggaaaat
gatgagatac
gaagagttct
ggaattgcct
ccaaattaga
tcctgaattc
cggctgtcac
atgtaccgtc
ggaagacttg
tttcaagagc
caagaccaga
agattggaag
ctatccagag
tcttgccggt
agtaaggtcc
taataatgca
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2041 gatgactatt ttaatttgag cacgaatgga gccatcgaca atgacgatga tgacaacgat
2101 acgtctgcat actacgagga taattaa
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EK2.Candida albicans, Candida rugosa’ ya ait TPS1 ve GSYI gen bolgelerinin
Candida albicans, Candida dubliensis, Candida tropicalis ¢ e ait TPS1 ve GSY1

gen bolgeleri hizalanarak belirlenmesi, erisim numaralari, primer setleri

GENIN ISMI: Candida albicans SC5314 hypothetical protein (TPS/) mRNA

NCBI Erisim Numarasi: XM _706614.1

fleri primer dizisi: 5° -tggccacttttccattatca -3

Geri primer dizisi: 5’-cattaaatgrtaatcatgaaccca -3’

RT-PZR ile ¢ogaltilacak gen bolgesi biiyiikliigii: 106

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

atggttcaag
gataatggtt
ttgaaaaaaa
gagcaaacta
agtgatacga
ttccattatc
gccaataaga
gttcatgatt
aagaaaaaca
cgtattttgc
ttccatacct
gtcagtactt
cccattggga
cgtattaaac
ttagactata
aatcccgaat
gttgaagaat
gaatttggta
gaattgatca
atgaatttgg
ttatctgaat
aacactgaag
gaatttaatt
gaaagttttg

gaaaagtctt
catacgatta
caaccgagtt
aagtaaatga
ttgctgattt
atcctgggga
aatttgcatt
atcatttaat
ttaaaattgg
ccgttcgtaa
atgattacgc
tacctaatgg
ttgatgttga
aattgaaatc
tcaaaggtgt
ggattggcaa
atcaaagttt
ctgttgaatt
gtttatacaa
ttagttacga
ttgctggtgce
atttaagtga
tcaagaaatt

ttaaagaatt

ggtagtttca
ttccatgtcc
tcaatggtat
cgaattgaaa
acattataat
aatgaacttt
ggaaatagtc
gcttttgcca
attcttcttg
agaaattctt
ccgtcatttc
tataaagtac
taactttatt
taaattcaaa
tccgcaaaaa
agtagttttg
aagaagtaca
tgtccctata
tatcagtgat
gtatattgct
agcacaatca
agcaatcaaa
gttcacctac

gtacaaatgt

aatagaatac
tccggtggac
ggatggcctg
tccaaattca
gggttttcaa
gacgaaaatg
aaacaagtca
gaaatgttaa
cacacaccat
gaaggtgtgt
atcagttcgg
cagggacgtt
gacggtttga
gacgttaagg
ttacatgcat
gtccaagttg
gtgagtgaat
cattacttgc
gtttgtttgg
tgtcaacaag
cttaatggtg
gaaagtttaa
atttcgaaat
aacccacaaa

131

ctgttacaat
tcgttacagc
gattggaaat
attgtacagc
atagtatttt
catgggcagc
atgatgatga
gacaagaaat
tcccatcatc
tgagttgtga
tttcaagaat
cgatcagcat
aaaaagatag
ttattgttgg
ttgaagtctt
ctgttccatc
tggttggaag
acaaatccat
ttagttctac
atcgcaaggg
ccttgattgt
cattaccaga
acacttcagg

agagtttgag

caaaagattg
attacaaggt
tccagaagat
catattttta
atggccactt
atatattgaa
tatgatttgg
tggtaacaag
agaaatttat
tttaattgga
tgtgccaaac
cggggcetttc
tgttgtggaa
tgttgataga
tttgaatgaa
cagaggtgat
gatcaatggt
cccctttgat
tcgagatggt
tgtcttgatc
taacccatgg
agaaaagagg
attttggggt
ggactag
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GENIN iSMI: Candida tropicalis MY A-3404 alpha,alpha-trehalose-phosphate
synthase, (TPS7) mRNA
NCBI Erisim Numarasi: XM 002545822.1

fleri primer dizisi: 5° -tggccacttttccattatca -3’

Geri primer dizisi: 5’-cattaaatgrtaatcatgaaccca -3’

RT-PZR ile ¢ogaltilacak gen bolgesi bityiikliigii: 106

61
121
181
241
300
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

atggtccaag
gaagatggtt
ttgaagaaaa
gaacaaaaaa
actgatacaa
ttccattatc
gcaaataaga
gttcatgatt
aaaaaaaata
agaattttac
ttccatactt
gttagtacat
ccaattggta
cgtattaaac
ttggattata
aatcctgaat
gttgaagaat
caatttggta
gaattaatta
atgaatttag
ttgtcagaat
aatactgaag
gaatttaatt
gaaagttttg

gaaaagtttt
catatgatta
ccactgaatt
gagttaataa
ttgctgattt
atcctggtga
aatttgctgt
atcatttaat
ttaaaattgg
ctgttcgtaa
atgattatgc
taccaaatgg
tagatgttga
aattgaaatc
tcaaaggtgt
ggattggtaa
atcaaagttt
ctgttgaatt
gtttatacaa
tcagttatga
ttgctggtgc
atctaagtga
tccaaaaact
ttaaagaatt

agttgtctct
ttcaatgtct
tcaatggtat
tgatttaaaa
acattataat
aatgaatttt
tgaaattgct
gttattacca
atttttctta
agaaattttg
ccgtcatttt
tatcaaatat
taatttcatt
caaatttaaa
tccacaaaaa
agttgtttta
aagaagtacg
tgttccaatc
tgttagtgat
atatattgca
tgcccaatca
tgctattaaa
attcaattat

atacaaatgt

aacagattac
tctggtggtt
ggttggccag
acaaaattca
gggttttcaa
gatgaaaatg
aaacaagttg
gaaatgttga
catactcctt
gaaggtgttt
attagttctg
caaggaagat
gaaggattac
gacgttaaag
ttgcatgctt
gttcaagttg
gtcaatgaat
cattatttac
gtttgtttgg
tgtcaacaag
ttaaatggtg
gaaagtttaa
atttccaagt
aatcctcaaa

132

cagtaacaat
tagttaccgc
gtttggaaat
attgtactgc
atagtatttt
cttgggctgc
atgatgatga
gacaagaaat
tcccatcatc
taagttgtga
tttcaagaat
caattagtat
aaaaagatag
ttattgttgg
ttgaagtttt
ctgttccatc
tagttggtag
ataaatctat
ttagttccac
atcgtaaagg
cattaattgt
ctttacctca
acacttcagg

agaacttaag

taagagatct
gttacaaggt
tcctgatgat
tatatattta
atggccactt
ttatatcgaa
tatgatttgg
tggtaatcgt
tgaaatttat
tttaattgga
tgttcctaat
tggtgcattc
tgttgttgaa
tgtcgataga
cttgaatgaa
tagaggtgat
aattaatggt
tccttttgat
tagagatggt
tgttttgatc
taatccttgg
agaaaagaga
attctgggga

aagctaa
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GENIN iSMi: Candida dubliniensis CD36 UDP-glucose-glucosephosphate

glucosyltransferase, putative (TPS1) mRNA

NCBI Erisim Numarasi: XM 002422060.1

Ileri primer dizisi: 5’ -tggccacttttccattatca -3

Geri primer dizisi: 5’-cattaaatgrtaatcatgaaccca -3’

RT-PZR ile ¢cogaltilacak gen bolgesi biiyiikliigii: 106

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

atggttcaag
gacaatggtt
ttgaaaaaga
gaacaagcca
agtgacacaa
ttccattatc
gccaacaaga
gttcatgatt
aagaaaaaca
cgtattttgc
ttccacactt
gtcagcacat
cccattggga
cgtattaaac
ttagactata
aatccggaat
gttgaagagt
gaatttggta
gaattgatca
atgaatttgg
ttatccgaat
aacactgaag
gaattcaatt
gaaagttttg

gaaaagtctt
cctatgatta
caaccgagtt
aagtaaacga
ttgctgattt
atcctgggga
aatttgcgtt
accatttaat
tcaaaattgg
ccgtccgtaa
atgattatgc
tacctaatgg
ttgatgttga
aattgaaatc
tcaaaggtgt
ggattgggaa
atcaaagttt
ctgttgaatt
gtttgtacaa
ttagttatga
ttgctggtgce
atttaagtga
tcaaaaagtt

ttaaagaatt

ggtggtttca
ctcaatgtcc
ccaatggtat
agaattgaaa
gcattataat
aatgaatttt
ggaaatagtc
gcttttgccg
attcttcttg
agaaattctc
ccgtcatttt
tataaagtac
taactttatt
taaattcaaa
tcctcagaaa
agtcgttttg
aagaagtact
cgtgccaata
tgtaagtgat
atacattgct
agcacagtca
agcaatcaaa
gttcacctat
gtacaaatgt

aatagaatac
tctggtggac
ggatggcccg
tccaaattta
gggttctcta
gatgaaaatg
aagcaagtca
gaaatgttga
catacgccat
gaaggggtgt
atcagttctg
cagggacgtt
gacggtttga
gacgttaaag
ttacatgcat
gtccaagttg
gtgagtgaat
cattacttgc
gtttgtttgg
tgtcaacaag
cttaacggtg
gagagtttga
atttcgaagt
aacccacaaa

133

ctgttacaat
ttgttacggc
gattggaaat
attgtacagc
atagcatctt
cctgggcagc
atgatgatga
gacaagaaat
tcccatcatc
tgagttgtga
tttcaagaat
cgatcagcat
aaaaagacag
ttattgttgg
ttgaagtgtt
ctgttccatc
tggttggaag
acaaatccat
ttagttctac
atcgcaaggg
ccttgattgt
cattaccaga
atacttcggg
agagtttgag

caaaagattg
attgcaaggt
tcctgatgac
catattttta
atggccactt
atacattgaa
catgatttgg
cggtaacaag
ggagatttat
tttgattgga
tgtgccaaat
tggggctttc
tgttgtggaa
tgttgataga
tttgaatgag
tagaggtgat
gatcaatggt
cccctttgat
tagagatggt
ggtcttgatc
taacccatgg
agagaaaagg
attttggggt
ggactaa
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GENIN iSMi: Candida albicans SC5314 hypothetical protein (GSY1) mRNA,

NCBI Erisim Numarasi: XM_712875.1

fleri primer dizisi: 5’-cttggggttacackccwgc -3

Geri primer dizisi: 5’-ttgrttgattctttgtcttctgg -3’

RT-PZR ile ¢ogaltilacak gen bolgesi biiyiikliigii:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

atggctagag
gttggaggta
gaacgttaca
ttgccagtta
agatggcttt
tggtctgccg
cctacccctg
tggtttttgg
gaatggttag
attttcacta
tacaacaatt
cgttactgta
attactgcct
gggttgaatg
aaggccaaga
gacaatacct
ttctttattg
acagttgtgg
aaaggtcagg
ggtgaaagat
gaagttccaa
atatttgcat
agtactgatc
agagttaaga
gattatgatg
tggggttaca
tctggatttg
attgttgaca
tttgatttct
ttgagtgttc
gcacttaaaa
atcactcgac
cttggctcat
acttaa

atattgataa
tttactccgt
ctttattggg
ccgaccctca
atggtagatg
gccattattt
atcatgacct
gtgaattggt
caggtattgc
cccatgcaac
tggacaagtt
tcgaaagatc
atgaagccga
ttgtcaagtt
tcaatgaatt
tatatttctt
aatcgttagc
ctttcattat
ctgttgttaa
tatttgagta
ctattgatga
tgaagagaga
cagtcttgaa
ttattttcca
aatttgttag
ctcctgccga
ggtgttacat
gaagaatgaa
gtgcgaaatc
ttttggattg
gagcttatcc
caatgtcagt

tacaagacgc

tcatttatta
tttaaaatca
tccattacat
tatcaaacaa
gttgattgaa
gaatgaatgg
ggaaaccaat
ttataacgac
cttgccatta
attattggga
tgatgttgat
tgctacgcat
acatttgttg
ccaagcagtt
tgtcaaagga
catcgccggg
aagattgaat
tatgccggga
acaattagaa
ttgtgctaga
gttgattaaa
tggtttgcca
tcatattaga
tccagagttc
agggtgtcat
gtgtaccgtt
gaatgatttg
atctgtcgat
cagaagacaa
gagatcagtt
tgattatgtt
tccaggttct

taaccaagac

tttgaggttg
aaagccccag
tatgactcag
acccttgatt
ggtgcaccaa
aaagctgatt
gatgctattt
cgtgatcgtg
tgtagaaaaa
agatacttgt
gctgaagctg
tcagctgatg
aaaagaaaac
catgaattcc
catttctatg
agatacgagt
cataaattga
aaaactcaat
tcaactattg
taccctaata
ccagccgata
ccaattgtca
agagttcaat
ttgaatgcta
ttgggtgtgt
atgggtatac
gttgaaaacc
gagtctatca
agaatcaacc
cattccgaat
ggtgagaagg
ccaagaagtt
attagttatt
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179

ctactgaggt
tcactgtagc
cacaaattga
ctatgtcttc
gagtattatt
tgtggaatgt
tgttgggtta
ctgttatttg
gaagaattga
gtgctggtag
gtaaaagagg
tgttcactac
cagatggtgt
aaaatttgca
ggaactatga
ttagaaataa
aagaggcagg
cctacactgt
gtgaagtgca
ctgatcatca
gagttttgtt
ctcacaacat
tatttaacaa
acaaccctat
tcccatccta
cttctattac
caactgatta
atcaattgac
aaagaaatag
attctaaggc
tagttgaatc
tgttactcac
ttgaattggg

agctcataaa
tgaatatcgt
agttgaagaa
caaaggtatt
gtttgacatt
tgctggtatc
tttggttgct
tcaatgtcat
cgttaccact
taccgatttc
tatttatcac
agtttctgat
tttacctaat
tgctatcaaa
ttttgattta
agggtgtgat
ttccaaaacc
tgagactttg
aaagaaagtt
cggaaacgat
gaaaagacgt
ggttgatgac
accagaagat
tttgtcatta
ctacgaacct
caccaatttg
cggtatttat
tgattacatg
aactgaaaga
tcgtttgttg
caagatgaaa
gccaggtgat

tgaagaagaa
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GENIN iSMi: Candida dubliniensis CD36 glycogen [starch] synthase, putative

(CD36_25850) mRNA (GSY1)

NCBI Erisim Numarasi: XM 002421637.1

fleri primer dizisi: 5’-cttggggttacackccwgce -3’

Geri primer dizisi: 5’-ttgrttgattctttgtcttctgg -3’
RT-PZR ile ¢cogaltilacak gen bolgesi biiyiikliigii: 179

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861

atggctagag
gttggaggta
gaacgttaca
ttgccagtta
agatggcttt
tggtcagctg
cctacccctg
tggtttttag
gaatggttag
attttcacca
tacaacaatt
cgttactgta
attactgcct
gggttgaatg
aaggccaaga
gataatactt
ttctttattg
acagttgtgg
aaaggtcaag
ggtgaaagat
gaagtgccaa
atatttgcat
agtactgatc
agagtaaaga
gattacgatg
tggggttaca
tctggatttg
attgttgaca
tttgatttct
ttgagtgttc
gcacttaaaa

atcactagac

atattgataa
tttactccgt
ctttgttggg
ccgaccctca
atggtagatg
gtcattattt
accatgacct
gtgagttggt
caggtattgc
cccatgcaac
tagacaagtt
ttgaaaggtc
atgaggcaga
tcgtgaaatt
ttaacgaatt
tatatttctt
aatccttggc
ctttcattat
ctgttgttaa
tatttgaata
ctattgatga
tgaagagaga
cagtcttgaa
ttattttcca
aatttgttag
ctccagctga
ggtgctacat
gaagaatgaa
gtgcgaaatc
ttttggattg
gagcttatcc
caatgtcagt

tcatttatta
tttgaaatca
tcccttacac
tattaaacaa
gttaattgaa
gaatgaatgg
ggaaaccaat
ttacaatgac
gttgccatta
attattggga
tgatgttgat
tgctacacat
gcatttgttg
ccaagcggtt
tgtcaaagga
cattgctggt
tagattgaat
tatgccagga
acaattggag
ttgtgctaga
gttgattaaa
cggtttgcca
ccatatcaga
tccagaattc
agggtgccat
gtgtactgtc
gaatgatttg
gtctgtcgat
cagaagacaa
gagatcagtt
tgattatgtt
tcccggttct

tttgaagttg
aaagcccctg
tatgactcag
acccttgatt
ggtgcgccaa
aaagccgatt
gatgctattt
cgtgatcgtg
tgtagaaaga
agatatttgt
gctgaagctg
tcggctgatg
aaaagaaaac
cacgagttcc
catttctatg
agatatgagt
cataagttga
aaaactcaat
tcaaccattg
tatcctaatg
ccagctgaca
ccaatcgtca
agagtccagt
ttgaatgcta
ttgggtgtgt
atgggtatac
gttgaaaacc
gaatctatca
agaatcaacc
cattcggaat
ggtgagaaag
ccaagaagtt
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ccactgaagt
tcactgtagc
cacaaattga
ctatgtcttc
gagtgttatt
tatggaatgt
tgttgggata
ctgttatttg
gaagaattga
gtgctggtag
gtaaaagggg
tcttcaccac
cagacggggt
aaaatttgca
gtaactacga
ttagaaataa
aagaggcagg
cttacaccgt
gagaagtaca
ctgaccatca
gagttttgtt
cccacaacat
tatttaacaa
acaaccctat
tccegtecta
cttctatcac
caaccgatta
atcaattgac
aaagaaatag
attccaaggc
tagtcgagtc
tgttactcac

agctcataaa
tgaatatcgt
agttgaagaa
taaaggtatt
atttgatatt
tgcaggtatt
tttggttgct
tcaatgtcat
tgttaccacc
taccgatttc
tatttatcac
cgtttccgat
tttgcccaat
tgccattaaa
ttttgattta
ggggtgtgat
ttccaaaacc
tgagactttg
aaagaaagtt
aggaaacgat
gaaaagacgt
ggttgacgac
accagaggat
tttatcatta
ctatgaacct
caccaattta
tggtatttac
tgattacatg
aactgagaga
tcgtttgtty
aaagatgaaa

gccaggtgat
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1921 cttggctcat tgcaagacgc taatcaagac attagttatt ttgaattagg cgaagaagaa
1981 tcctaa
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EK3.S. cerevisiae’ ye ait ACT1 gen bolgesi, erisim numarasi, primer seti

GENIN ISMI: Saccharomyces cerevisiae S288c Actlp (ACTI) mRNA NCBI
Erisim Numarasi: NM_001179927.1

Tleri primer dizisi: 5’-tgacgacgctcctegtgctgtett -3

Geri primer dizisi: 5’-caattcgttgtagaaggtatgatgcc -3’

RT-PZR ile ¢cogaltilacak gen bolgesi bityiikliigii: 164

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

atggattctg

tttgccggtg

caaggtatca

aagagaggta

gatatggaaa

caccctgttc

caaattatgt

tccttgtact

cacgtcgttc

gccggtagag

tccaccactg

ttggacttcg

gaacttccag

ttgttccatc

tccatcatga

ggtggtacca

gctccatctt

attggtggtt

gaatacgacg

aggttgctgc

acgacgctcc

tggtcggtat

tcttgacttt

agatctggca

ttttgactga

ttgaaacttt

cttccggtag

caatttacgc

atttgactga

ctgaaagaga

aacaagaaat

atggtcaagt

cttctgtttt

agtgtgatgt

ccatgttccc

ccatgaaggt

ctatcttggc

aaagtggtcc

tttggttatt

tcgtgctgtc

gggtcaaaaa

acgttaccca

tcataccttc

agctccaatg

caacgttcca

aactactggt

tggtttctct

ctacttgatg

aattgtccgt

gcaaaccgct

catcactatt

gggtttggaa

cgatgtccgt

aggtattgcc

caagatcatt

ttctttgact

atctatcgtt

gataacggtt

ttcccatcta

gactcctacg

attgaacacg

tacaacgaat

aaccctaaat

gccttctacg

attgttttgg

ctacctcacg

aagatcttga

gacatcaagg

gctcaatctt

ggtaacgaaa

tctgccggta

aaggaattat

gaaagaatgc

gctcctccag

accttccaac

caccacaagt
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ctggtatgtg

tcgtcggtag

ttggtgatga

gtattgtcac

tgagagttgc

caaacagaga

tttccatcca

attccggtga

ccattttgag

gtgaacgtgg

aaaaactatg

cttcaattga

gattcagagc

ttgaccaaac

acggtaacat

aaaaggaaat

aaagaaagta

aaatgtggat

gtttctaa

taaagccggt

accaagacac

agctcaatcc

caactgggac

cccagaagaa

aaagatgact

agccgttttg

tggtgttact

aatcgatttg

ttactctttc

ttacgtcgcc

aaaatcctac

cccagaagct

tacttacaac

cgttatgtcc

caccgctttg

ctccgtctgg

ctcaaaacaa



EK4.Candida rugosa ve Candida albicans’ ait ACTI gen bolgesine ait

primerlerin C. albicans, C. dubliensis, C. tropicalis kullanilarak

belirlenmesi, ACT1 gen boélgeleri, erisim numaralari, primer dizileri
GENIN iSMi: Candida albicans SC5314 hypothetical protein (ACT1) mRNA

NCBI Erisim Numarasi: XM 717232.1
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fleri primer dizisi: 5’-atgtgtaaagccggttttgceg -3’

Geri primer dizisi: 5’-ccatatcgtcccagttggaaac -3’

RT-PZR ile ¢cogaltilacak gen bolgesi biiyiikliigii: 158

1 atgtgtaaag ccggttttgc cggtgacgac gctccaagag ctgttttccc atctcttgtt

61 ggtagaccaa gacatcaagg tatcatggtt ggtatgggtc aaaaagattc ttatgttggt

121 gatgaagccc

181 gtttccaact

241 gttgctccag

301 agagaaaaga

361 attcaagctg

421 ggtgatggtg

481 ttaagaattg

541 cgtggttaca

601 ttgtgttacg

661 attgaaaaat

721 agagctccag

781 caaaccactt

841 aacattgtta

901 gaaattactg

961 aaatactctg

aatccaaaag

gggacgatat

aagaacatcc

tgactcaaat

ttttgtcttt

ttactcacgt

atttggctgg

gtttcactac

ttgctttgga

cttatgaatt

aagctttgtt

tcaactccat

tgtctggtgg

ctttggctcc

tctggattgg

aggtattttg accttgagat acccaattga acacggtatt

ggaaaaaatc

agttttgttg

tatgtttgaa

gtactcttct

tgttccaatt

tagagacttg

tagtgctgaa

tttcgaacaa

accagatggt

cagaccagct

catgaagtgt

tactaccatg

atcttctatg

tggcatcaca

accgaagctc

acttttaatg

ggtagaacca

tacgctggtt

accaaccatt

agagaaattg

gaaatgcaaa

caagttatca

gatttaggtt

gacatggatg

ttcccaggta

aaagttaaga

ctttttacaa

caatgaatcc

ttccagcttt

ccggtattgt

tctctttacc

tgtccaagat

tcagagacat

cttcttctca

ctattggtaa

tggaagctgc

ttagaaaaga

ttgctgaacg

ttattgctcc

tgaattgaga

aaaatccaac

ctacgtttcc

tttggattct

acatggtatt

tttgtctgaa

taaagaaaga

atcttctgcc

cgaaagattc

tggtattgac

attatacggt

tatgcaaaag

accagaaaga

tggttctatc ttggcttcat tgtctacttt ccaacaaatg

1021 tggatttcaa aacaagaata cgacgaatct ggtccatcca ttgttcacca caaatgtttc
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1081

taa

GENIN iSMI: Candida dubliniensis CD36 actin (ACT1) mRNA

NCBI Erisim Numarasi: XM _002417863.1

fleri primer dizisi: 5’- atgtgtaaagccggttttgecg -3’

Geri primer dizisi: 5’-ccatatcgtcccagttggaaac -3’

RT-PZR ile ¢ogaltilacak gen bolgesi biiyiikliigii: 158

61

121

181

241

301

361

421

481

54

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

atggacggtg

ggttttgccy

catcaaggta

tccaaaagag

gacgatatgg

gaacatccag

actcaaatca

ttgtctttgt

actcacgttg

aagaagttgc

gtgatgacgc

tcatggttgg

gtattttgac

aaaaaatctg

ttttgttgac

tgtttgaaac

actcttctgg

ttccaattta

tgctttagtt atcgataacg gttctggtat

tccaagagct

tatgggtcaa

cttgagatac

gcatcacact

cgaagctcca

attcaatgtt

tagaaccacc

cgctggtttc

gtgttcccat

aaagattctt

ccaattgaac

ttctacaacg

atgaatccaa

ccagctttct

ggtattgttt

tccttaccac

ctctcgttgg

acgtcggtga

acggtattgt

aattgagagt

aatctaacag

acgtttccat

tggattctgg

atggtatttt

gtgtaaagcc

tagaccaaga

cgaagcccaa

ttccaactgg

tgctccagaa

agaaaagatg

tcaagctgtt

tgatggtgtt

gagaattgat

ttggctggta gagacttgac caaccacttg tccaagattt tgtctgaacg tggttacagt

ttcactacta

gctttggatt

tatgaattgc

gctttgttca

aactccatca

tctggtggta

ttggctccat

tggattggtg

caagaatacg

gtgctgaaag

tcgaacaaga

cagatggtca

gaccagctga

tgaagtgtga

ctaccatgtt

cttctatgaa

gttctatctt

acgaatctgg

agaaattgtc agagacatta aagaaagatt atgttacgtt

aatgcaaact

agttatcact

tttgggtttg

catggatgtt

cccaggtatt

agttaagatt

ggcttcattg

tccatctatt

tcttctcaat

attggtaacg

gaagctgctg

agaaaggaat

gctgaacgta

attgctcctc

tctactttcc

gttcatcaca
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cttctgctat

aaagattcag

gtattgacca

tatacggtaa

tgcaaaagga

cagaaagaaa

aacaaatgtg

aatgtttcta

tgaaaaatct

agctccagaa

aaccactttc

cattgttatg

aattactgct

atactctgtc

gatttcaaaa

aa
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