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ÖZ
Saccharomyces cerevisiae katil maya suşlarının varlığı ilk defa Makover ve Bevan tarafından 1963 yılında göz­

lenmiştir. Bu tarihten itibaren günümüze kadar katil fenomen pekçok maya genusunda tanımlanmıştır. Bu derleme­
de; katil maya suşlarının özellikleri, daRNA virüslerinin yapısı ve katil aktivitenin moleküler temelleri özetlenmiş­

tir.

Anahtar Kelimeler: Katil mayalar, Katil aktivite, dsRNA virüsleri, Katil toksinler.

KILLER ACTIVITY Of YEASTS AND dsRNA VIRUSES

AB5TRACT
The presence of killer strains of Saccharomyces cerevisiae was first observed by Makover and Bevan in 1963.

Since then killer phenomen was deseribed among many yeast genera. In this review we summarised the feature of
killer yeast strains, structure of daRNA viruses and molecular fundamentals of killer activity.

Key Words: Killer yeasts, Killer activity, dsRNA viruses, Killer toxins.

1. GiRiş

Bilimselolarak tanımlanmaları ilk defa Antonie
van Leeuwnhoek'a (1860) atfedilmiş (Berry, 1982) olan
mayalardan faydalanma asırlar önce başlamış ve böyle­
ce geçen yüzyıldan itibaren hızlanan endüstriyel ve ti­
cari ilerlemeye de önemli katkılar sağlanmıştır. Geç­
mişte olduğu gibi günümüzde de, özellikle fermentas­
yondaki rolleri ile bazı mayalar insan yaşamında önem­
li yer tutmaktadır. Bakteriler için optimum olan pH' lar­
dan daha düşük pH' da aktif olarak gelişebilmeleri, bü­
yük çaptaki kültürleri hızlı büyüyen kontaminant mik­
roorganizmalardan korumaları ve bakterilerden daha
kolay ve ucuz ürün alınabilmesi gibi nedenlerle maya­
ların endüstriyel amaçla kullanımı gün geçtikçe artmak­
tadır (Barnett vd., 1990).

Mayalar endüstriyel gizemlerinin yanı sıra; lakto­
zun etanole fermentasyonunda, alkanlar ve kağıt hamu­
ru atıklarından protein üretiminde, gliserol ve D-glusi­
tol gibi alditollerin üretiminde, 13-D-galaktozidaz ve li­
paz gibi çeşitli enzimlerin kaynağı olarak da kullanıl­

maktadır. Kimyacılar ise mayaları, yeni karbon bağları,

optik olarak aktif bileşikler, sekonder alkol türevleri ve
biyolojik aktif moleküller üretmekte kullanmaktadırlar.

S.cerevisiae' nin yanı sıra Candida tropicalis, Rhodo­
torula rubra, Schizosaccharomyces pombe ve Zygo­
saccharomyces bailii gibi diğer maya türleri de kimya­
cıların araştırmalarında yaygın olarak kullanılmaktadır

(Barnett vd., 1990).

Ekmek mayası, nişastalı veya günümüzde daha
çok şekerli ham maddelerden (melas) elde edilen üst
fermentasyon tipi kültür mayasıdır (Canbaş, 1995).
Tüm gelişmiş ülkelerde, çavdar ekmeği üretimi dışında

ekmekçilikte ticari olarak kullanılan maya grubu S. ce­
revisiae' dır. Günümüzde halen bazı yerel ve küçük fı­

rın işletmelerinde ekmek yapımında kullanılan ekşi ha­
murun içinde Saccharomyces genusu üyesi hakiki ma­
yalarla birlikte, değişik sayıda laktik asit, bütürik asit,
asetik asit bakterileri, koliform grubu bakteriler ve kok­
lardan oluşan geniş bir flora bulunmaktadır (Akman ve
Yazıcıoğlu, 1962). Bu bakterilerin varlığından ötürü ek­
şi hamurdan mayalanan bir hamur iyi kabarmamakta,
ekmekte hoş olmayan tad ve kokular oluşturmaktadır.
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Buna karşın, sadece S. eerevisiae içeren paket ekmek
mayası kullanıldığında, hamur daha iyi kabarmakta, ek­
mek daha iyi pişmekte ve hoş olmayan tad ve kokular
oluşmamaktadır (Canbaş, 1995).

Ekmek mayası üretimi ve mayacılıkta kullanılan

işletme kültürü saf bir maya küıtüründen üretilen spor
veya hücre kültürü ile olabilir. Bu endüstride alt türler
arası farklar, türler arası farklardan daha fazla önem ta­
şımaktadır. Özellikle yakın bir gelecekte, patent hakkı­

nın korunması nedeni ile bu konunun daha da önem ka­
zanacağı bildirilmektedir (Dağaşan, 1994). Son yıllarda

birçok moleküler teknik endüstriyel kültürlerin gelişti­

rilmesi amacıyla uygulama alanına sokulmuştur.

Günümüzde genetik mühendisliği teknikleri ile ar­
zu edilen özelliklere sahip endüstriyel suşların elde
edilmesi mümkün gözükmektedir. Ekmek mayacılığın­

"da kullanılacak suşların seçimi ve iyileştirilmesi çalış­

malarında iki önemli amaç bulunmaktadır. Bunlardan
birincisi; suşun iyi kabarma-mayalanma aktivitesine sa­
hip olması, ikincisi ise, ürün kalitesini etkilerneden az
masraf ile iyi maya ürünü elde etmektir. Son yıllardaki

geniş ve yeni pazarlama stratejilerinden ötürü, ekmek
mayacılığında kullanılan geleneksel maya suşları maya
üreticisinin farklı isteklerine cevap verememektedir.
Üretim piyasasında rekabet ortamından doğan gereksi­
nimler sonucu, rekombinant DNA teknikleri kullanıla­

rak yeni özelliklere sahip bira mayası suşlarının yapımı

oldukça önem kazanmıştır (Sone vd., 1988; Lancashire
vd., 1989). Mayalarda fermentasyon oranı, fiokulasyon,
aroma bileşiklerinin üretimi gibi çeşitli fermentasyon
özelliklerinin mitokondri genetik sisteminden etkilendi­
ği bildirilmiştir (Meyers, 1995). Değişik karbonhidrat­
ları fermente edebilen, değiştirilmiş fiokulasyon özel­
liklerine sahip ve değişik aromalar üretebilen suşlar

üretilmiş ve pilot tesislerde denemeleri yapılan birçok
suş ticari üretim açısından uygun bulunmuştur (Ham­
mond, 1995).

Son yıllarda çeşitli araştırma laboratuvarlarında

yürütülmekte olan maya genetiği ve moleküler biyolo­
jisi çalışmalarından elde edilen bilgilerin ışığı altında

maltozu kullanabilen mayalar, ozmotolerant mayalar,
maya hücrelerinde trehaloz birikimini arttırma (Kim
vd., 1996), invertaz enzimi ile ilgili çalışmalar, hızlı fer­
mentasyon kinetiğinin sağlanması, donmaya dayanıklı,

melibioz kullanabilen, lipoksigenaz geni taşıyan, lakto­
zu fermente edebilen ekmek mayası üretimi ve katil
plazmid (killer plasmid) taşıyan ekmek mayaları ile il­
gili çalışmalar güngeçtikçe popülaritesi artan konular
haline gelmektedir (Murai vd., 1997; Reed ve Nagoda­
withana, 1991; Yuan ve Bellgardt, 1994; Karakaş ve Kı­

vanç,. 1998).
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2. KATiL MAYALAR VE BUNLARLA iLGiLi ÇALIŞMALAR

ilk defa 1963'de Makeover tarafından gözlenen
katil aktivite fenomeni mayalarda oldukça yaygın ola­
rak görülmektedir (Pamir, 1984). Bu buluş günümüze
kadar artan bir ilgi ile karşılanmış ve birçok araştırıcı

tarafından üzerinde çalışılan bir konu haline gelmiştir.

Makeover'ın çalışmasını takiben, çeşitli maya genusla­
rına ait katil suşlar birçok araştırıcı tarafından tespit
edilmiştir (Young ve Yagiu, 1978; Middelbeek vd.,
1980; Rosini, 1983; Radler vd., 1985; Lehmann vd.,
1987; Cailliez vd., 1993). Katil fenomen ilk defa S. ce­
reviseae'da tanımlanmış olup, daha sonra diğer maya
genus ve türlerinde de bu suşların varlığı tespit edilmiş­

tir. Katil suşların ürettikleri protein veya glikoprotein
yapısındaki katil toksinierin bu toksiniere hassas maya
suşlarını öldürdüğü saptanmış ve bu olayın mekanizma­
sı birçok araştırıcı tarafından ortaya konulmuştur (Yo­
ung ve Yagiu, 1978; Middelbeek vd., 1980; Rosini,
1983; Radler vd., 1985; Radler vd., 1993; Wickner,
1996). Pfeiffer vd. (1988) duyarlı suşları inhibe eden S.
eerevisiae KT28' in bazı patojenik fungiye ve Trieho­
monas vaginalis' e (protozoon) karşı etkili olmadığını,

ayrıca deneye tabi tutulan hayvanlar üzerinde de her­
hangi bir farmakolojik etki göstermediğini bildirmişler­

dir. Polinelli vd.' nin (1989) yaptığı çalışmada ise, di­
morfik fungus olan Sporothrix sehenekii' nin 4 izolatı­

nın misel ve maya formlarının çeşitli katil toksiniere
(katil toksin 7,8,28 tipleri) karşı oldukça duyarlı oldu­
ğu tespit edilmiştir. Bu araştırıcılar, katil toksinierin ve­
ya türevierinin sistemik mikosis vak'alarının tedavisin­
de kullanılabileceğini öne sürmüşlerdir. Zhu ve Bussey
(1989) S. eerevisiae KI toksininin Candida, Kluyve­
romyces, Sehwanniomyees genusu üyelerinin sferop­
lastlarını öldürdüğünü. ancak bu organizmaların hücre­
lerinin toksine karşı duyarsız olduğunu bildirmişlerdir.

Reed ve Nagodawithana (1991) bu toksinin duyarlı ma­
ya suşları dışında bazı fungi ve bakterilere karşı da et­
kili olduğunu bildirmişlerdir. Yapılan epidemiyolojik ve
klinik çalışmalar sonucunda katil toksinlerin, bugüne
kadar sağlığa zararlı bir etkisi tespit edilememiştir (Tip­
per ve Bostain, 1984). Ayrıca bu toksinierin proteaz
inaktivasyonları, sıcaklık ve pH' ya bağımlı olan karar­
lılıkları nedeni ile terapötik olarak kullanımlarının da
kısıtlandığı bildirilmiştir (Polonelli vd., 1991).

Katil suşlar ile ilgili ilk çalışmalar daha çok, çeşit­

li ortamlardan izole edilen suşların bu aktivite için test
edilmesi ve katil aktiviteye etki eden faktörlerin belir­
lenmesine yönelik olmuştur. Yapılan çalışmalarda çeşit­

li bitkisel materyallerden izole edilen maya suşlarının

yaklaşık % 50' sinin katil aktiviteye sahip olduğu tespit
edilmiştir (Radler vd., 1985; Radler vd., 1993). Bunun
yanı sıra, bilinen genetik işaretlere sahip çok sayıda ma­
ya suşu da katil suş olarak belirlenmiştir. Radler vd.
(1985) 1982 sonbaharından 1984 yazına kadar çeşitli
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habitatlardan izole ettikleri Pichia kluyveri ve Hanseni­
aspora uvarum türlerine ait suşların katil aktiviteye sa­
hip olup olmadığını ve buna etki eden faktörleri araştır­

mışlar, çalışmaları sonucunda doğal habitatlardan izole
edilen katil mayalarda mevsimsel bir değişkenlik oldu­
ğunu tespit etmişlerdir. Shimizu vd. (1985) özel bir şa­

rap maya kolleksiyonundan (Forscungsansta1t Geisen­
heim Şarap Maya Kolleksiyonu) kontarninant bir maya­
yı ve ticari kuru şarap mayalarından 7 tanesini katil ma­
ya olarak tespit etmişlerdir. Aynı çalışmada izolatların

katil aktivitelerine etki eden faktörler de incelenmiştir.

Starmer vd. (1987) kaktüslerin çürüyen gövde ve mey­
velerinden ve ağaçların yapışkan sıvılarından izole et­
tikleri maya suşlarını katil aktivite ve buna etki eden
faktörler yönünden araştırarak, katil mayaların doğal

populasyonlardaki ekolojisini incelemişlerdir. Suzuki
vd. (1989) tarafından Japonya'da yürütülen bir çalışma­
da miso, soya sosu ve turşulardan izole edilen halotole­
rant (tuza toleranslı) maya suşlarında katil aktivite ve
bu aktivitenin spekturuınunu araştırmışlardır. Özçelik
ve Dönmez (1993) A.Ü. Gıda Teknolojisi Bölüm kol­
leksiyonlarında bulunan mayaları katil aktiviteleri için
test etmişler ve test ettikleri 78 maya suşundan sadece
iki tanesinde katil aktivite belirlemişlerdir. İtalya'nın

Tuscany Bölgesi şarap fermentasyon tesislerindeki katil
maya suşları, bunların oluşum sıklığı, fermentasyon sı­

rasındaki dinamikleri, katil ve duyarlı izolatların KI ve
K2 referans suşları ile olan ilişkileri Vagnoli vd. (1993)
tarafından araştırılmıştır. Katil fenomen ile ilgili başka
bir çalışmada Hidalgo ve Flores (1994) İspanya' nın

Madrid çevresindeki şarap üretimi yapan 1i farklı üre­
tim tesisinden alınan örneklerden izole ettikleri maya
suşlarında katil karakter varlığını test etmişlerdir. Llo­
rente vd. (1997) tarafından Portekiz'de yapılan başka

bir araştırmada ise zeytin salarnuralarından izole edilen
maya suşlarında, sodyum klorürün katil aktivite üzerine
etkileri incelenmiştir. Araştırıcılar bu çalışmada yaptık­

ları karyotip analizleri sonucunda, karışık fermentasyon
populasyonlarında katil suşların baskın olduğunu sapta­
mışlardır. Karakaş (2000) tarafından yapılan bir çalış­

mada ise, yurdumuzda ve dünyada ilk defa boza ve ek­
şi hamurdan izole edilen maya suşlarında katil mayala­
rın varlığı ve katil aktiviteye etki eden faktörler araştı­

rılmıştır. Dört adet boza örneğinden izole edilen 97 ma­
ya suşundan 32 adedi katil (%32.98), 13 adedi duyarlı

(%13.40), 52 adedi nötral izolat olarak belirlenmiştir.

Aynı çalışmada 31 adet ekşi hamur örneğinden izole
edilen 307 maya izolatının 12 adedi katil (%3.90), 79
adedi duyarlı (%25.73), 216 adedi nötral izolat
(%70.35) olarak tespit edilmiştir.

Katil maya suşlarının izolasyonunu takip eden da­
ha sonraki çalışmalarda şarap ve bira yapımında kulla­
nılan suşlar ve bunların kontaminantlarının katil aktivi­
teleri ve katil suşların fermentasyon üzerine olan etkile­
ri araştırılmıştır. Kitano vd. (1984) Japon şarap endüst-
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risindeki şıra ve elma püresinden izole ettikleri suşları

katil aktivite yönünden incelemişler, 3 yeni katil tip be­
lirlemişlerdir. Şıraların % 2Tsinde kontaminantların

katil aktiviteye sahip olduğunu tespit etmişlerdir. 1986
yılında Tredoux vd. (1986) "Viticultural ve Oenological
Araştırma Enstitüsü"nün maya kültür kolleksiyonunda­
ki suşları katil aktivite açısından test etmişlerdir. Katil
suşların, şarap pH' sına sahip katı besi ortamında katil
aktivite göstermediklerini, üzüm suyu ile yapılan fer­
mentasyon deneylerinde ise, katil suş populasyonunun
% 2.5'ten az olduğu deneylerde fermentasyonun etki­
lenmediğini, katil populasyonun yüksek olduğu bazı

fermentasyon deneylerinde ise, bu suşların fermentas­
yonu bozduğunu rapor etmişlerdir. Heard ve Fleet
(1987) 16 adet şarap maya suşunu katil aktivite yönün­
den incelemişler ve bu aktiviteye sadece S. cerevisiae
suşlarında rastladıklarını bildirmişlerdir. Bu araştırıcı­

lar, katil suşların fermentasyon üzerine etkilerini de
araştırmışlardır. 1990 yılında yayınlanan bir çalışmada

ise, katil suşların endüstriyel sistemlerde klasik yön­
temlere göre daha hızlı, basit ve ekonomik olarak belir­
lenmesi için yeni bir yöntem önerilmiştir (Pasqual vd.,
1990). Jacobs ve Van Vuuren (1991) 2 adet ticari şarap

maya suşunun ellerinde bulunan 4 adet katil maya suşu­

nun ürettiği toksine karşı duyarlılığını incelemişler ve
karışık kültürlerde yaptıkları fermentasyon deneyleri
sonucunda, K-I03 katil suşunun fermentasyon ortamın­

da % 0.1 oranında bulunması durumunda bile, duyarlı

şarap mayasını ortadan kaldırdığını bildirmişlerdir.

Cansado vd. (1991) alkol ve şıra fermentasyon ortamın­

da katil karakterin ekolojisi, yayılımı ve önemi üzerine
yaptıkları çalışmada, bu fermentasyon ortamlarında çe­
şitli kriterlere bağlı olmak koşulu ile katil karaktere sa­
hip maya suşlarının önemini ortaya koymuşlardır. Mic­
halcakova vd. (1993) ellerinde bulunan Kluyveromyces,
Hansenula ve Saccharomyces genusuna ait maya suşla­

rının katil aktivite ve bağışıklık özelliklerini inceleye­
rek, fermentasyonda yapışmaya neden olan ve istenme­
yen yabani mayalara karşı katil aktiviteye sahip maya
suşlarının belirlenmesini hedeflemişler, bu özelliklere
sahip suşların biyoteknolojik uygulamalara katkılarını

araştırmışlardır. Özçelik vd. (1996) şarap üreticilerine
katil veya nötral karakterli bir şarap mayası önerebil­
mek amacıyla, Türkiye'nin değişik şarap bölgelerinden
izole edilen mayalarda, öldürücü aktiviteye sahip şarap

mayalarını tespit etmeye çalışmışlar, ancak bu aktivite­
ye sahip maya suşu belirleyememişlerdir. Türkiye'de
ekşi hamurdan izole edilen iki adet katil maya suşunun

2 adet ticari ekmek mayası suşuna karşı katil aktivite
gösterdiği Karakaş (2000) tarafından rapor edilmiştir.

Son on yılda maya katil toksin sistemleri ile ilgili
çok sayıda genetik ve moleküler çalışma yapılmaktadır.

Yapılan bu çalışmalar ile S. cerevisiae suşlarının üretti­
ği KI, K2 ve K28 toksinlerinin genetik ve moleküler te­
melleri büyük ölçüde ortaya konulmuş, ayrıca maya
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plazmid ve kromozomları arasında gen değişimi olduğu

da tespit edilmiştir (Bussey vd., 1990). K. lactis'ıe katil
fenomenden sorumlu iki adet doğrusal DNA plazmidi
ilk defa Gunge vd. (1981) tarafından tespit edilmiştir.

K. lactis'ıiı doğrusal DNA katil plazmidinin S. cerevisi­
ae suşlarını transforme edip etmediği ise Gunge vd.
(1982) tarafından yapılan başka bir çalışma ile denen­
miş ve 2 adet katil transformant elde edilmiştir. Leibo­
witz (1982) mayalardaki protein sentezinin translokas­
yon basamağı inhibitörü olarak bilinen bir antibiyotik
olan crytopleurine varlığında kültürü yapılan katil suş­

larda, katil aktivitenin ortadan kaldırıldığını saptamıştır.

P. kluyveri'nin ürettiği toksin ve bunun etki mekaniz­
ması ile ilgili ayrıntılı bir çalışma Kagan (1983) tarafın­

dan yayınlanmıştır. Seki vd. (1985) süper katil fenotipi­
ni kodlayan bir dsRNA' yı Montrachet suş 522 ve suş

694 isimli iki adet farklı şarap mayasına protoplast füz­
yon tekniği ile aktarmışlardır. Elde ettikleri katil şarap

mayasının, hem besi ortamında hem de üzüm suyunda
yapılan deneylerde, toksine karşı duyarlı suşların geliş­

mesini tamamen baskıladığını rapor etmişlerdir. Gni­
ewosz vd. (2000) tarafından yapılan bir çalışmada, dis­
tilasyon ve şarap yapımında kullanılan maya hücreleri­
ne protoplast elektrofüzyon yöntemi ile katil faktör ak­
tarılmış ve hibrid hücrelerde bu özelliğin iki yıllık de­
polama süresince kaybolmadığı tespit edilmiştir, Stark
ve Boyd (1986) K.Iactis'in ürettiği katil toksinin karak­
terizasyonunu ve bunu kodlayan genlerin identifikasyo­
nunu yapmışlardır.Radler ve Schmitt (1987) S. cerevi­
siae suş 28'in ürettiği K28 toksininin maya hücre du­
varı ve fraksiyonlarından protein adsorbe eden solüs­
yonlar ile uzaklaştırılmasına çalışmışlar, fermentasyon
inhibitörlerini ve bunların adsorbsiyonunu test etmişler­

dir. Zorg vd. (1988) H. uvarum ve P. kluyveri'nin katil
aktivitelerinin genetik temellerini ortaya çıkarmişlardır.

Wesolowski-Louvel vd. (1988) K. lactis'ıe katil feno­
menin ifadesi ile ilgili nüklear genleri araştırmışlar ve
doğrusal DNA plazmidi taşıdığı halde, katil fenotipini
yitirmiş mutant suşlarda, mutasyonun konakçının kro­
mozomunda tek bir lokusta bulunduğunu tespit etmiş­

lerdir. Bu araştırıcılar KEX 1 olarak adlandırdıkları 10­
kus üzerinde. yaptıkları klonlama çalışmaları sonucun­
da, K. lactis' in kexl geni ile S. cerevisiae'nm kex2 ge­
ni arasında fonksiyonel bir ilişkinin varlığını tespit et­
mişlerdir. Zhu ve Bussey (1989) tarafından toksine özel
hücre duvarı reseptörlerinin, toksine karşı duyarlılıkta

rol aldığı ve hücre duvarı yapısının modifikasyonu ile
toksine duyarlı hücrelerin oluşturulabileceği öne sürül­
müştür. Radler vd. (1990) moleküler biyolojik ve biyo­
kimyasal yöntemler kullanarak H. uvarum katil toksini­
nin özelliklerini ve etki mekanizmasını ortaya çıkarmış­

lardır. K. lactis'uı katil aktivitesi ile ilgili ayrıntılı bir
derleme Stark vd. (1990) tarafından yayınlanmıştır. Ka­
til mayalarda dsRNA' nın transkripsiyon ve translasyo­
nu ile ilgili ayrıntılı çalışmalar, Barbone ve Leibowitz
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(1991) tarafından gerçekleştirilmiştir. In vitro dsRNA
virionlarının traskripsiyonu ise, Welsh ve Leibowitz
(1980) ile Barbone vd. (1992) tarafından çalışılmıştır.

Tommasino (1991) ve Schaffrath ve Meacock (1995)
Westem blot ve Northem blot analiz yöntemleriyle K.
lactis'uı katil aktivitesinin moleküler temellerini açıkla­

mışlardır. Petering vd. (1991) Escherichia coIi'deki ~­

glukoronidaz genini S. cerevisiae katil suşuna aktarmış­

lar ve bu işaret (marker) geni, karışık kültür fermentas­
yonlarında katil suşun takibinde kullanmışlardır. Bu
araştırıcılar katil aktivitenin katil ve duyarlı suşların

oranına bağlı olarak, fermentasyon deneylerinde etkili
olarak gözlendiğini belirtmişler ancak, duyarlı suşları

tamamen ortadan kaldırmayı başaramamışlardır.Radler
vd. (1993) Zygosaccharomyces bailii suş 412'nin katil
toksininin moleküler yapısını jel filtrasyon, iyon-değiş­

tirici kromotografi ve sodyum dodesil sülfat-poliakrila­
mid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yöntemlerini kulla­
narak, katil aktivitenin moleküler temelinin 1.9 kb.'lik
dsRNA olduğunu tespit etmişlerdir. Pfeiffer ve Radler
(1982), Schmitt ve Radler (1987), Schmitt ve Radler
(1988, 1989), Schmitt vd. (1989), Schmitt ve Tipper
(1990) ve Schmitt ve Radler (1990) yaptıkları çalışma­

lar ile S. cerevisiae suş 28'in ürettiği katil toksini saflaş­

tırarak karakterizasyonunu ve toksin reseptörünün yapı­

sını, toksinin etki mekanizmasını ortaya koymuşlardır.

Mayalarda katil fenomenden sorumlu dsRNA virusleri
ile ilgili yayınlanan birçok ayrıntılı moleküler genetik
çalışmalar yapılmış ve konu ile ilgilenenlere geniş çap­
lı bilgiler sağlanmıştır (Thiele vd., 1982; Hanning vd.,
1984; Thiele vd., 1984; Weinstein ve Leibowitz, 1986;
Georgopoulos ve Leibowitz, 1987).

3. KATiL MAYA SUŞLARININ GENETiK ÖZELLiKLERi
VE dsRNA VIRÜSLERi

S. cerevisiae'nın, nüklear DNA, mitokondrial
DNA, viral DNA ve dairesel plazmid DNA olmak üze­
re, 4 farklı ve birbirinden bağımsız genetik elemente sa­
hip olduğu bilinmektedir. Plazmidlerin genetik yapıları

genetik mühendisliği teknikleri ile kolayca değiştirile­

bilmekte ve yeni oluşturulan plazmidler sferoplastlar
tarafından kolayca hücre içine alımabilmektedir. (Me­
yers, 1995). S. cerevisiae'nın 2 mm plazmidi mayaların
moleküler teknoloji çalışmalarının gelişiminde oldukça
önemli bir yere sahiptir. Maya plazmidleri flamentli
fungi plazmidlerinden oldukça farklıdır. Maya plazmid­
leri nükleus ve sitoplazma kaynaklı olmasına karşın, fi-,
lamentli fungiden izole edilen tüm plazmidlerin mito­
kondriyel kaynaklı olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca yine
filamentli fungiden izole edilen plazmid-benzeri ele­
mentlerin de mitokondriyel DNA kaynaklı olduğu tes­
pit edilmiştir (Griffiths, 1995).

Saccharomyces genusunda gözlenen katil aktivite­
nin çift sarmallı RNA plazmid (dsRNA) varlığına bağlı
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Şekil ı. Boş L-A Virüsünün Üç Boyutlu Yapısı (2.6 nm reso­
Iüsyonda) (Wickner, 1996).

olduğu ortaya konulmuştur (Wickner, 1996). Bu plaz­
midler dsRNA virüsleri veya virüs benzeri partiküller
olarak isimlendirilmiştir(Şekil I).

S. cerevisiae'da L ve M olarak isimlendirilen iki
adet dsRNA plazmidi tanımlanmıştır. 1.5 kb büyüklü­
ğündeki M dsRNA' nın hem toksini, hem de kendi üret­
tiği toksinden hücreyi koruyan bağışıklık faktörünü
kodladığı bulunmuştur. 4.6 kb' lik L dsRNA' nın ise, M
dsRNA' yı çevreleyen kapsid proteinlerini kodladığı

tespit edilmiştir. Uydu plazmid olarak isimlendirilen M
dsRNA virüsü sadece katil aktiviteye sahip suşlarda bu­
lunurken, L dsRNA virüsü birçok maya suşunda bulun­
muştur (Wickner, 19%). dsRNA virüsleri önce fila­
mentli fungide tanımlandıysa da, maya dsRNA virüsle­
ri S. cerevisiae'da katil fenomenin belirleyicisi olarak
keşfedilmiştir. Bu virüslerin katil üyeleri içeren genus­
larda, katil fenotip ile ilişkili olduğu kabul edilmekte­
dirler (Tipper vd., 1991; Thiele vd., 1984). Mayalardan
izole edilen katil dsRNA türlerinin elektron mikroskobu
ile heterodubleks analizi 1978 yılında Fried ve Fink
(1978) tarafından yapılmıştır. Bu çalışmada dsRNA' la­
rın uç bölgelerinin aynı baz dizilimine sahip olduğu ve
bu bölgenin RNA replikasyonunda önemli role sahip

SeV-L-A (dsRNA virüsü)

oabileceği öne sürülmüştür. Hibridizasyon çalışmaları

sonucunda, S. cerevisiae DNA genomu ile katil dsRNA'
lar arasında bir homoloji ortaya çıkarılamaınıştır(Polo­
nelli vd., 1991).

Sitoplazmik kalıtım gösteren KI fenotipi için hüc­
rede 2 adet dsRNA bulunmaktadır. Bunlardan büyük
olan L-A (4.5 kb) diğeri Ml (1.8 kb) olarak adlandırıl­

mıştır. Daha sonra bunların sitoplazmada bulunan ScV­
L-A ve ScV-M1 olarak adlandırılan virüs benzeri parti­
küller içinde bulunduğu gösterilmiştir. Sitoplazmalann­
da dsRNA bulundurmayan veya sadece ScV-L-A bulun­
duran hücreler duyarlı-katil olmayan, sitoplazmalarında
ScV-L-A ile birlikte ScV-M1 bulunduran hücreler ise
katilolarak tanımlanmıştır.KI ve K2 katil suşlarda L­
A dsRNA, Ml veya M2 dsRNA' lar ile daima birlikte
bulunmaktadır. Doğal S. cerevisiae izolatlarının birço­
ğunun L dsRNA taşırken, M dsRNA taşımadıkları, K2
ve K28 katil fenotip belirleyicilerinin de benzer şekilde

M2 ve M28 dsRNA' lar olduğu bildirilmiştir (Tipper ve
Schmitt, 1991). KI katil sistemi S. cerevisiae'de ayrın­

tılı olarak çalışılmasına rağmen, katil suşlar tarafından

üretilen toksin, toksinin etki mekanizması ve toksine
karşı bağışıklık hala tam olarak anlaşılamamıştır.Aslın­

da birkaç farklı M dsRNA bulunduğu (Ml, M2, M3,
M28 vb.), ve bunların her birinin farklı toksin-bağışık­

lık özgüllüğünü kodladığı bilinmektedir. Bu toksinlerin
üretimi, olgunlaşmaları, salgılanmaları ve etki meka­
nizmaları ayrıntılı bir şekilde çalışılmakta ve bu fenotip
L-A virüs sistemlerinin genetik analizinde kullanılmak­

tadır (Wickner, 1996).

L-A virionlarının 39 nm çapında, her biri tek bir
4.6 kb' lik dsRNA molekülü içeren ikosahedral parti­
küller olduğu ortaya konmuştur. Virüsün 76 kDa' lık

Gag (cap: kapsid) olarak adlandırılan tek bir büyük kı­

lıf proteinine ve 180 kDa' lık Gag-Pol füzyon protein
(cap-pol: kapsid polimeraz) olarak adlandırılan başka

bir proteine de sahip olduğu bilinmektedir (Şekil 2).

SeV-Ml (uydu virüsü)
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Şekil 2. L·A ve Ml dsRNA Virüslerinin Replikasyonu (Tipper ve Schmitt, 1991).
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Maya genomunda L ve M dsRNA' lar ile karşılıklı etki­
leşen birçok kromozamal gen bulunduğu bildirilmiştir.

Bunlardan mak olarak isimlendirilen genlerin dsRNA'
nın korunması ve otoreplikasyonunda görev yaptığı,

kex olarak isimlendirilen genlerin toksinin öldürücü et­
kisinin ifadesinde rol aldığı ve rex olarak isimlendirilen
genlerin de, toksine direnç için gerekli olduğu tespit
edilmiştir (Polonelli vd., 1991; Tipper ve Schmitt,
1991). Pozitif ve negatif RNA ipliklerinin sentezi, viral
replikasyon döngüsünün farklı aşamalarında gerçekleş­

mektedir. Tek bir dsRNA genomu taşıyan olgun viral
partiküller, dsRNA genomunu konservatif reaksiyonla
transkribe etmektedir. Üretilen pozitif iplik transkriptle­
ri viral partikülden dışarı verilmektedir. Bu pozitif ip­
likler, yeni viral proteinlerin sentezi için mRNA olarak
görev yapmaktadırlar. L-A pozitif ipliğin translasyonu
ile kapsid ve aynı ipliğin bir çerçeve kayması sonucu
translasyonu ile de, cap-pol füzyon protein (C-PAL)
üretilmektedir. Cap-pol hem L-A hem de M dsRNA' nın
pozitif ipliklerindeki bağlanma bölgelerini tanıyarak,

kapsidasyonu başlatmaktadır. Oluşumu tamamlanan
partikül içinde (virüs benzeri partikül) cap-pol, negatif
ipliği sentezlernekte ve viral replikasyon döngüsünü ta­
mamlayarak, yeniden transkriptaz olarak görev yapma­
ya hazır hale gelmektedir (Tipper ve Schmitt, 1991).
Uydu M dsRNA' ların replikasyon döngüsü de L-A
dsRNA döngüsüne benzemekle birlikte aradaki tek fark
bütün pozitif ipliklerin partikülden dışarı çıkmamasıdır.

M ve L dsRNA'lar farklı partiküller içerisine kapside
edilmektedirler. Bir ya da iki adet Ml dsRNA molekü­
lü taşıyan partiküller bulunmaktadır. Ml, L-A' nın yarı­

sından da küçük bir partiküldür. Partikül başına 2 adet
Ml dsRNA taşıyan partikül doludur ve yeni sentezle­
nen bütün pozitif iplikler partikülden dışarıya verilmek­
tedir. Partikül başına sadece bir adet Ml dsRNA taşıyan

partiküllerin %60'ından fazlası yeni pozitif ipliği parti­
kül içinde tutmaktadır. Daha sonra bu iplik ikinci bir
dsRNA molekülüne dönüştürüımektedir. Bu mekaniz­
ma "headful replication" olarak isimlendirilmektedir
(Wickner,1996).

Aslında, maya suşlarının neredeyse tümünün bir­
kaç RNA replikonu taşıdığı bilinmektedir. Birçok S. ce­
revisiae suşunda tanımlanan L-A ve L-BC dsRNA vi­
rüslerinin her birisinin yapısal ve fonksiyonelolarak
farklı virüs ailelerine üye oldukları tespit edilmiştir

(Tipper ve Bostain, 1984). Bu virüslerin hücre içinde
replike oldukları, hücreyi eritmedikleri ve hücre büyü­
mesine belirgin yavaşlatıcı bir etkilerinin olmadığı be­
lirlenmiştir. L-A taşıyan birçok suşun, L-A' nın uydusu
olan ve M dsRNA olarak adlandırılan dsRNA' ları da ta­
şıdıkları belirlenmiştir. Bunların toksinin üretimi ve bu
toksine bağışıklıktan sorumlu oldukları tespit edilmiştir.

L dsRNA' nın konakçıya hiçbir fenotipik özellik sağla­

madığı, sadece M dsRNA' ların hücre içindeki varlıkla­

rının korunması için gerekli olduğu bilinmektedir. Bili-
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nen bütün fungal virüsler gibi L-A ve L-BC virüslerinin
de hücre içi rota ile veya vertikal transfer ile taşındıkla­

rı, bunun da; eşleşme prosesi ve tomurcuklanma sonu­
cu oluşan karışımla ya da doğal veya yapay hücre kay­
naşmaları sırasında oluştuğu bildirilmiştir (Bussey vd.,
1990; Polonelli vd., 1991; Tipper ve Schmitt, 1991; Fri­
ed ve Fink, 1978). Sadece Helminthosporium victo­
ria' da hücre dışına yayılma tespit edilmiştir (Tipper ve
Bostain, 1984). Haploid bir hücrede L dsRNA' nın 100
adet, M dsRNA' nın ise 1000 adet bulunduğu (Polonel­
li vd., 1991) bildirilmiştir. Hem L hem de M dsRNA' lar
için kapsid polipeptitlerini L dsRNA' ların kodladığı,

ancak, L ve M dsRNA' ların ayrı ayrı kapsidierde yeral­
dıkları belirlenmiştir(Thiele vd., 1984).

dsRNA veya dsDNA plazmidlerine sadece bazı

Saccharomyces, Kluyveromyces ve Pichia genusu suş­

larında rastlanmaktadır. Diğer mayalarda gözlenen katil
aktivitenin ise, kromozomal genler tarafından kodlandı­

ğı (Young ve Yagui, 1978) düşünülmüşse de ise de;
Zorg vd. (1988) H. uvarum'un katil fenotipinin, dsRNA
plazmidine bağlı olduğunu göstermişlerdir. Benzer şe­

kilde, Z. bailii 412 suşunun katil aktivitesinin, dsRNA
plazmidine bağlı olduğu Radler vd. (1993) tarafından

tespit edilmiştir. Ustilago genusu üyelerindeki katil sis­
tem birbiri ile oldukça ilgili olan üç farklı katil faktör ile
karakterize edilmektedir. Bunlar PL, P4 ve P6 olarak
isimlendirilmiştir. Bunların izometrik virüs benzeri par­
tiküller halinde, tek tek kapsidier içinde yer alan sitop­
lazmik dsRNA' larla birlikte bulunduğu tespit edilmiş­

tir. Bu virüs benzeri partiküllerin H (ağır), M (orta) ve
L (hafif) tipindeki dsRNA' lardan en az bir adedini bün­
yesinde bulundurduğu ortaya konmuştur (Polonelli vd.,
1991). K. lactis'ıe ise katil aktivitenin doğrusal DNA
plazmidleri tarafından belirlendi ği bildirilmiştir (Gunge
vd., 1981). K. lactis katil sisteminde iki adet doğrusal

dsDNA plazmidinin roloynadığı tespit edilmiştir. Bu
plazmidler pGKI-l (8.9 kb) ve pGKI-2 (13.4 kb) olarak
adlandırılmış ve sitoplazmik kalıtım gösterdikleri, hap­
loid hücrede 100 adet bulundukları belirlenmiştir.

pGKI-l hem katil hem de bağışıklık fenotipini kodlar­
ken, pGKI-2' nin her iki pGKI plazmidinin replikasyon
ve hücrede korunmasını kontrol ettiği bulunmuştur (Po­
lonelli vd., 1991). Pichia genusu üyelerinde gözlenen
katil fenotip ile ilgili nükleus veya plazmid kaynaklı

herhangi bir belirleyici unsur belirlenememiştir (Polo­
nelli vd., 1991). Cong vd., (1994) tarafından P. etchell­
sii, D. hansenii ve Wingae robertsiae'e ait doğrusal

DNA plazmidleri araştırılmış ancak bunların katil akti­
vite ile ilişkili olmadığı tespit edilmiştir.

4. KATiL TOKSiNLERiN ÖZELLiKLERi VE ETKi ME·
KANIZMALARI

Saccharomyces genusu üyelerinde öldürme ve ba­
ğışıklık özgüllüğüne göre Kı, K2, K3, K28 gibi farklı
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tipte toksinler bulunmaktadır. KI sistemi laboratuvar
izolatlannda, K2 ve K28 sistemleri de şarap endüstrisi
izolatlarında yaygın olarak görülmektedir. KI tip katil
suşlar ile K2 tip katil suşlar arasında çapraz-bağışıklılı­

ğın olmadığı, yani KI tiplerin K2 tipleri ya da K2 tiple­
rin KI tipleri öldürdüğü tespit edilmiştir (Tipper ve
Schmitt, 1991). K3 sistemi ise ilk olarak S. capensis'in
761 numaralı suşunda belirlenmiştir (PoloneIli vd.,
1991). Katil suşlar tarafından üretilen toksinler opti­
mum pH' lanna, sıcaklığa bağlı kararlılıklarına ve pro­
teazlara karşı duyarlılıklanna göre birbirlerinden aynl­
maktadırlar. Hepsinin proteazlara karşı duyarlı ve pH
5.0' ın altında aktif olduğu tespit edilmiştir. Katil maya­
lar, toksin ve bağışıklık özgüllüğüne, duyarlı suşlara

karşı katil aktivitenin spektrumuna veya katil mayaların
çapraz reaksiyonlanna bağlı olarak en az LO farklı grup­
ta (K1-KlO) sınıflandırılmışlardır (Vagnoli vd., 1993).
Bunlardan KI, K2 ve K3 tipi toksinIerin Saccharomy­
ces genusuna ait suşlarda görüldüğü bildirilmiştir (Tip­
per ve Bostain, 1984).

KI ve K2 öncül toksinIeri (protoksinleri) N-gli­
kozlanmıştır (Şekil 3). Her ikisinin de pI noktalarının

4.3-4.7 arasında değiştiği, yüksek pH ve sıcaklıklarda

(23 "C'nin üzerinde) kararlı yapı göstermedikleri tespit
edilmiştir (Tipper ve Schmitt, 1991). Fungal katil tok­
sinIerin çoğunda olduğu gibi, hem KI hem de K2 tok­
sinIeri duyarlı hücrelerin plazma membranının geçir-
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genliğini bozarak etki göstermektedirler (Şekil 4). So­
nuçta potasyum iyonlan ve ATP gibi düşük molekül
ağırlıklı sitoplazmik bileşenlerin hücre dışına sızması

ile hücre ölümü gerçekleşmektedir (Tipper ve Schmitt,
1991). Her iki toksin de hücre membranındaki hedefine
(reseptör; RI) ulaşmak için, Ml veya M2 dsRNA tara­
fından kodlanan toksin öncülünün ~ bölgesi, maya hüc­
re duvarının ~-1,6 glukan komponentine bağlanmakta­

dır. Bu basamak enerji gerektirmemektedir. Bundan
sonraki enerji gerektiren ikinci basamakta toksinin a
bölgesinin bir şekilde plazma membranındaki reseptöre
yaklaşarak, hücre içi metabolitlerin hücre dışına akma­
sına neden olduğu ve bu olayın sonucunda da katil ak­
tivitenin ortaya çıktığı bildirilmiştir (Bussey vd., 1990;
PoloneIli vd., 1991). Hücre duvan glukan bileşenlerinin

sentezi ile ilgili olan kre genlerinin, fonksiyonel toksin
reseptörünü oluşturmak üzere görev yaptığı ve bu gen­
lerdeki mutasyonlar sonucunda toksine karşı direnç
sağlandığı ortaya konmuştur (Bussey vd., 1990).

KRE1, KRE5 ve KRE6 lokuslannda mutant taşı­

yan hücrelerde, ~-1,6 glukan bileşenin içeriği azaldı­

ğından, KI ve K2 toksinine karşı tam bir direnç sağlan­

madığı gösterilmiştir. Toksine bağışık hücrelerin sfe­
roplastlannın KI toksinine karşı dirençli olmalarına

karşılık, hücre duvarında mutasyona sahip olan hücrele­
rin sferoplastlannın, toksine karşı duyarlı olduğu tespit
edilmiştir. Araştırıcılar buna bağlı olarak, membran
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Şekil 4. KI ve K28 Katil ToksinIerin Etki Mekanizması(Tip­
per ve Schmitt, 1991).
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amino asitten, f3 alt ünitenin ise 83 amino asitten oluş­

tuğu belirlenmiştir (Şekil 3). Yapılan hesaplamalara gö­
re, olgun toksinin 20.658 moleküler ağırlığa sahip oldu­
ğu, a ve f3 alt birimlerinin 2 disülfit bağı ile birbirine
bağlandığı ve toksin pI'sının 4.34 olduğu tespit edilmiş­

tir (Bussey vd., 1990). K2 öncülünün KI öncülüne ben­
zediği, sadece alt ünitelerinin temel 1 çift bölgede fark­
lılık sergilediği belirlenmiştir. K2 toksininin moleküler
ağırlığının 43.000 olduğu ve alt ünitelerin birbirine di­
sülfit bağı ile bağlı olmadığı belirtilmiştir (Bussey vd.,
1990). Yapılan hibridizasyon deneylerinde, katil
dsRNA türleri ile S. cerevisiae DNA genomu arasında

da hiçbir homolojiye rastlanmamıştır. (Tipper ve Bosta­
in, 1984).

K28 toksini ile diğer katil maya toksinieri arasında
farklılık gözlenmiştir. Bu toksinin oldukça yüksek pH
ve sıcaklıkta (23-25 oc) kararlı, pI'sının ise 4.4 olduğu,

toksinin aktif formunun S-sefaroz gibi iyon değiştirici

kolonlardan kararlı yapıda kolayca saflaştırılabileceği

gösterilmiştir (Schmitt ve Radler, 1987). Aktivite için
optimum pH' nın 5.0-5.8 olduğu bildirilmiş ancak, K28
toksinin pH 3.5'te de aktif olduğu tespit edilmiştir (Pfe­
iffer ve Radler, 1982). Toksin kararlılığının iyon bağla­

rının katlanması ile sağlandığı bildirilmiştir. Bu neden­
le toksin fonksiyonunun ve kararlılığının sağlanması

için ortamda Ca+2 iyonlarına veya sitrat tamponuna ge­
rek olduğu ortaya konulmuştur (Schmitt ve Radler,
1987). K28 toksinin proteinin Periodate-Schiff ayıracı

ile boyanması proteindeki karbonhidrat varlığına işaret

etmektedir. Amino asit analizleri, herbir polipeptid için
111 bölge göstermektedir. Buna göre, proteinin molekül
ağırlı yaklaşık 14 kDa olarak tespit edilmiş, ancak K28
toksininjel mobilitesine göre, 16 kDa'lık bir büyüklüğe
sahip olduğu rapor edilmiştir. K28 toksininin asit hidro­
lizinden elde edilen tek şeker D-mannoz olarak bildiril­
miştir (Tipper ve Schmitt, 1991).

K28 toksin adsorbsiyonunun mannan bileşeni ile
ilgili olduğu ve DNA sentezini inhibe ederek, etkisini
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özelliğinin bağışıklık üzerine etkisi olduğunu bildirmiş­

lerdir. 23 °C'da KI toksinin letal dozu ile muamele edi­
len gelişmekte olan maya hücrelerin karakteristik ter­
minal morfoloji si göstermeden, oldukça hızlı bir şekil­

de öldüğü tespit edilmiştir. Ölümden sonra düşük mole­
kül ağırlıklı sitoplazmik bileşenlerin plazma membra­
nından dışarıya akmasından dolayı hücrelerin büzüldü­
ğü gözlenmiştir (Tipper ve Schmitt, 1991).

Yapılan çalışmalar sonucunda, toksine karşı bağı­

şıklık ve toksin faaliyetinin a alt ünitenin birbirine ben­
zer veya birbiri üzerine binmiş bölgeleri tarafından kod­
landığı belirlenmiştir. Bağışıklığı sağlayan tam olgun
bir protein henüz tespit edilememiş olmakla birlikte, KI
toksinine bağışıklığın, KI pre-protoksin tarafından sağ­

landığı öne sürülmüştür. Toksin öncülünün veya türev­
lerinin bağışıklık bileşeni olarak iş gördüğü düşünül­

mektedir. Bu moleküllerin (i) reseptörü maskeleyerek,
(ii) reseptörün toksin ile karşılıklı etkileşimini inhibe
ederek, (iii) reseptörün yapısını veya yerini değiştirerek

ya da (iv) reseptörü plazma membranından çıkararak iş

gördükleri düşünülmektedir (Bussey vd., 1990, Tipper
ve Schmitt, 1991).

Toksinin hücre duvarındaki reseptörüne bağlanma­

sının onun özgüllüğünübelirlediği, ancak toksinin plaz­
ma membranında etkili olması için yeterli olmadığı dü­
şünülmektedir (Polonelli vd., 1991). Toksinin maya
hücre duvarındaki özgül reseptöre bağlandığı kabili edi­
lip, maya hücre duvarında kaç adet reseptör bulunduğu
ve duyarlı maya hücresini öldürmek için kaç tane tok­
sin molekülünün gerekli olduğu hesaplanmıştır. Buna
göre, her maya hücresinde reseptör sayısının 3.000­
10.000.000 arasında değiştiği bulunmuştur. Büyüme
şartlarının bu sayı üzerine etkili olduğu rapor edilmiştir.

Reseptörlerin hücre duvarında çok sayıda olduğu ve
toksinin bağlanması için gerektiği, membranda yeralan
az sayıdaki reseptörün ise öldürücü etkinin oluşması

için gerekli olduğu bildirilmiştir. Yapılan kinetik çalış­

malar ile de, tek bir toksin molekülünün bile hücre ölü­
müne neden olduğu belirlenmiştir (single hit hypothe­
sis). Buna göre tek bir hücreyi öldürmek için gereken
ortalama toksin miktarı lethal unite (Lfl.) olarak tanım­

lanmıştır. Hücrenin fizyolojik durumunun, büyüme hı­

zının toksinin etkili olmasında önemli olduğu ve maksi­
mum duyarlılığın, üslü üreme fazında gözlendi ği tespit
edilmiştir (Polonelli vd., 1991).

K2 toksin aktivitesi ve K2 toksinine bağışıklığı

kodlayan M2 dsRNA bölgesinin dizi analizi yapılmıştır.

M2 dsRNA nükleotid dizisinin KI toksinin nükleotid
dizisinden farklı olduğu ve bu farklılığın protein sevi­
yesinde de geçerli olduğu rapor edilmiştir. Toksinlerin
fizyolojik olarak ve duvar reseptörü üzerindeki etkileri­
nin benzerliğine rağmen, nükleotid dizileri ve protein
seviyesindeki farklılık oldukça şaşırtıcıdır. KI toksini
ile yapılan çalışmalar sonucunda, a alt ünitenin 103
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gösterdiği tespit edilmiştir. M28 dsRNA tarafından kod­
lanan toksin öncülü henüz tanırnlanamamıştır. Toksinin
plasma membranındaki reseptörüne (R28) ulaşmak için
hücre duvarındaki u-1,3 mannan bileşenine bağlanarak,

reseptörü ile ilişki sağladığı ve daha sonra, nüklear
DNA sentezini inhibe ederek etkili olduğu rapor edil­
miştir (Şekil 4). Bu olayın ya doğrudan toksinin alınma­

sı sonucu, ya da dolaylı olarak henüz açığa çıkarılama­

mış bir sinyal iletim yolu ile gerçekleşebileceği düşü­

nülmektedir. M28 dsRNA tarafından belirlenen bağışık­

lığın, (i) toksin ile reseptör ilişkisinin inhibisyonu, (ii)
reseptör modifikasyonu veya (iii) DNA sentezinin inhi­
bisyonundan sonraki basamaklarda gerçekleşebileceği

bildirilmiştir (Tipper ve Schmitt, 1991).23 °C'da K28
toksinin letal dozu ile muamele edilen gelişmekte olan
hücrelerde 1-2 saat sonra çok az ölü hücre gözlenmiş,

daha sonraki her 4 saatte bir büyüme eğrisinin tersi ora­
nında hücre sayısının azaldığı ve hücrelerde ölümden
sonra büzülme olmadığı tespit edilmiştir. Hücrelerin,
hücre döngüsünün S fazındaki tipik morfolojilerini (an­
ne hücrede tek bir nükleus ve her hücrede anne hücre­
nin büyüklüğüne yakın büyüklükte tomurcuk) koruduk­
ları bildirilmiştir (Tipper ve Schmitt, 1991).

Toksik gen ürünleri ile ilgili çalışmalarda, S. cere­
visiae model mikroorganizma olarak karşımıza çıkmak­

tadır. Bunun nedeni S. cerevisiae'nın genetik çalışma­

larda kullanılan klasik bir mikroorganizma olması, katil
fenotipin çok kolay belirlenmesi ve katil virüslerin ko­
nakçı içinde korunmasıdır (Bussey vd., 1990). Maya L­
A virüs sistemleri; RNA transkripsiyonu ve replikasyo­
nu, RNA paketlenmesi, virus yapısı, ribozomal çerçeve
kayması, protein N-asetillenmesi, m-RNA' da baz kesil-

mesi, m-RNA poly (A) translasyonu, proteolitik proses
ve diğer virüs-konakçı ve virüs-virüs ilişkilerinin ay­
dınlatılmasında önem taşımaktadır. Fajlarla yapılan ilk
çalışmalarda, daha çok konakçıya ait prosese ışık tutu­
lurken, mayalardan elde edilen sonuçlar, yüksek ökar­
yotlarda geniş bir uygulama alanı bulmuştur. Katil tok­
sinierin olgunlaşma mekanizmaları, salgılanmaları, du­
yarlı hücrelere bağlanmaları ve gösterdikleri aktiviteler,
hayvanlardaki nöropeptid ve hormonların üretim ve ak­
tivitelerine oldukça yakın benzerlikler göstermektedir
(Şekil 5) (Polonelli vd., 1991). Epidemiyolojik çalışma­

larda, katil toksinler standart faj tiplemesine ek olarak
mayalar için özgül işaretler olarak geniş çapta kullanıl­

maktadır. Bu testlerde üretim ve duyarlılık temel alın­

maktadır. Türler arası ve tür içinde güvenilir sonuçların

elde edilmesi için bu tarz biyotiplemenin, faj ve serotip­
leme ile birlikte çeşitli kimyasallara karşı duyarlılık

testleriyle de desteklenmesi gerekmektedir. Katil tok­
siniere karşı duyarlılık kullanılarak yapılan epidemiyo­
lojik tiplerne çalışmaları, Candida, Aspergillus, Penicil­
lium, Actinomyceıes, Nocardia, Staphylococcus, Myco­
bacterium, Escherichia coli, Neisseria türlerinde yapıl­

mıştır. S. cerevisiae'da iyi karakterize edilmiş katil fe­
notip, moleküler ve hücre biyolojisi açısından konakçı­

virüs ilişkileri, protein salgılanması, hücre yüzeyi yapı­

lanması gibi günümüzde hala tam olarak anlaşılmamış

olan konularda önemli bilgiler sağlamaktadır. Yeni mo­
leküler ve genetik metodların kullanılması ile katil sis­
temlerin, endüstriyel fermentasyonlarda kontaminas­
yon riskini azaltabiicek yeni suşların oluşturulmasında

kullanılabileceği bildirilmiştir (Bussey vd., 1990). Ya­
pılan genetik analizler, katil M dsRNA' ların ifade edil-
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mesi ve korunmasında rol alan plazmid-plazmid ve
nükleus-sitoplazma ilişkilerinin karmaşıklığını ortaya
koymuştur (Tipper ve Bostain, 1984). Mayalardaki pro­
tein salgılama mekanizması için uygun bir model teşkil

eden pre-protoksinin olgunlaşması, sitoplazmik memb­
ran fonksiyonları ve membranı kat eden iyonik por olu­
şumu için temel bir modelolarak karşımıza çıkan tok­
sin ve bağışıklık belirleyicileri, mayalarda gen ifade
edilmesi ve bunların moleküler biyolojilerinin anlaşıl­

masında oldukça önem taşıyan M dsRNA' nın korun­
ması ile ilgili olan mak ve ski genleri ve bu genlerin
fonksiyonlarının analizleri, katil sistemleri ökaryotik
mikroorganizmalar için primer bir modelolarak ortaya
koymaktadır (Tipper ve Bostain, 1984).

5. KATiL AKTiviTENiN BELiRLENMESi iLE uclu
YÖNTEMLER

Mayalarda katil aktivite ile ilgilenen araştırıcılar,

maya suşlarının katil aktivite yönünden test edilmesin­
de, Methylene BIue içeren, tamponlanmış, zengin agar­
lı besi ortamları kullanmışlardır. Maya plak ölçümü
(Yeast plate assay) olarak adlandırılan bu yöntem ilk
kez 1986 yılında Russel (1986) tarafından tanımlanmış­

tır. Russel (1986) çalışmasında maya suşlarını yeast
ekstrakt-pepton-glukoz (YEPD) besi ortamında geliştir­

miş, pepton-yeast ekstrakt-glukoz-agar (PYG) temel
besi ortamını da petri kutularında taban olarak kullan­
mıştır. Araştırmacı Methylene Blue içeren PYG besi or­
tamında duyarlı suşun yoğunluğunu 1()4 hücre/ml ola­
cak şekilde ayarladıktan sonra, PYG taban üzerine yay­
mıştır. Bu plaklar üzerine test edilecek suşlardan 0.01
ml damlatmış ve petrileri 21 °C'da 3 gün süre ile inkü­
be etmiştir. İnkübasyon periyodu sonunda, meydana ge­
len inhibisyon zonlarını incelemiştir. Russel (1986) ka­
til toksin tarafından öldürülen duyarlı maya hücreleri­
nin üzerlerinde besi ortam.ında bulunan Methylene Blue
boyasının biriktiğini ve bunun şeffaf inhibisyon zonu
etrafında mavi hücrelerden oluşan ve çıplak gözle ko­
laylıkla farkedilen bir halka oluşturduğunu bildirmiştir.

Russel (1986) bu yöntemi herhangi bir maya suşunun

katil toksin üretip üretmediğini test etmek için kolay bir
ölçüm yöntemi olarak tanımlamıştır. Daha sonraki araş­

tırıcılar bu yöntemi değiştirerek çalışmalarında kullan­
mışlardır. Bu değişikliklerde farklı besi ortamları kulla­
nılmış (Staımer vd., 1987), duyarlı suşun konsantrasyo­
nu değiştirilmiş (Heard ve Fleet, 1987; Pasqual vd.,
1990), duyarlı suş ile inoküle edilmiş besi ortamı üzeri­
ne şüpheli suş yoğun bir şekilde steril kürdan ile çizgi
şeklinde inoküle edilmiş (Lehmann vd., 1987), test için
hücresiz kültür filtratları (0.2 um'lik filtreden geçiril­
miş) kullanılmış (Llorente vd., 1997), inkübasyon sı­

caklığı ve süresi değiştirilmiş (Rosini, 1983; Kitano vd.,
1984), pH'sı 4.2-4.8 arasında değişen ve Methylene
Blue içeren test ortamları kullanılmıştır (Shimizu vd.,
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Şekil 6. Katil İzolatların Duyarlı Suşa Karşı Oluşturdukları

İnhibisyon Zonları (Karakaş, 20(0).

1985). Ayrıca inhibisyon zonlarının ölçülmesine daya­
nan agar çukur tekniği de başarı ilc uygulanan başka bir
yöntem olarak görülmektedir (Radler vd., 1985). Bu
testlerin tümünde en az iki günlük bir inkübasyon peri­
yodundan sonra oluşan ve çıplak gözle kolaylıkla sap­
tanabilen inhibisyon zonları dikkate alınmıştır (Şekil 6).

Araştırıcılar canlı ve ölü maya hücrelerini birbirin­
den ayırmak ve katil toksin aktivitesi ile ilgili çalışma­

larında daha kısa sürede ve güvenilir sonuçlar elde ede­
bilmek için, floresas boyaları da kullanmışlardır. Acri­
dine orange ile floresanslarına bakarak ölü ve canlı ma­
ya hücrelerini birbirinden ayırt etmeye yönelik ilk çalış­

ma 1940 yılında gerçekleştirilmiştir. Acridine orange
uygulamadan sonra, canlı maya hücrelerinin yeşilden

sarı-yeşile doğru bir floresan, ölü maya hücrelerinin ise,
turuncu-kırmızı fluoresan ışıma verdiğini tespit edil­
miştir (Clark, 1981). Acridine orange protozoa, bakteri­
ler ve fungi için önemli bir fluorokrom olarak kullanıl­

maktadır. Acridine orange ile elde edilen sonuçlar Janus
green B ve Methylenc BIue gibi vital boyalarla ile edi­
len sonuçlara da uygunluk göstermekle birlikte, yorum­
larda ve sonuçlarda çeşitli farklılıklar bulunmuştur

(Clark, 1981). Paracoccidioides brasiliensis'ıti maya
formundaki canlı hücreleri Fluorescein diacetat, Eryth­
rosin B, Janus green ve Lactophenol Cotton Blue ile bo­
yandıktan sonra sayılmış ve bu sonuçlar katı besi orta­
mında elde edilen koloni oluşturan birim (kob) sonuçla­
rı ile karşılaştırılmıştır. Sonuçlar arasında önemli farklı­

lıklar belirlenememiştir (Sano vd., 1993). Araştırma so­
nuçları, katil toksinler tarafından öldürülen hücrelerin
sitoplazma membranlannın, büyümenin gecikme fazın­

dan sonra, bazı boyaları da içeren çok sayıdaki madde­
ye karşı geçirgen hale geldiğini ortaya koymuştur

(Evans, 1996). Evans'a (1996) göre Vondrejs ve Palko­
va düşük konsantrasyonlarda yüksek derecede resolüs­
yona izin verdikleri için, katil aktivitenin test edilme­
sinde floresan boyaları kullanılmışlardır. Bu araştırıcı­

lar kendi geliştirdikleri Rhodamine B ölçüm yöntemi
ile, sitoplazmik membran geçirgenlik tezine dayanarak,
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Şekil 7. Katil Toksinden Etkinerek Ölen Dnyarlı Maya
Hücrelerinin Floresan Boya İle Boyandıktan Sonraki
Görüntüsü (Karakaş, 2000).

S. cerevisiae T 158C suşunun katil toksin aktivitesini
birkaç saat içinde ölçmüşlerdir (Evans, 1996). Karakaş
(2000) Fluorescein boyası kullanarak ve yöntemde de­
ğişiklikler yaparak ekşi hamurdan izole edilen maya
suşlarının katil toksinlerinden etkilenerek ölen duyarlı

hücreleri canlı hücrelerden ayırt edilebilmiştir (Şekil 7).

Son yıllarda floresan mikroskoplarda sağlanan ba­
şarılı gelişmeler sayesinde konu ile ilgili çalışmalarda

da birçok kolaylık sağlanmıştır. Maya hücreleri üzerin­
de Ileresan maddelerle yapılan çalışmalarda, birçok
maya türü için önemli olan otoflaresansın kontrol edil­
mesinin öncelikli olarak dikkate alınması gerektiği vur­
gulanmaktadır. Maya hücrelerinde sitoplazmanın zayıf

mavi, granül!erin ise sarı floresan yaydığı bilinmekte­
dir. Otofloresansın uygun filtreler kullanılarak veya ma­
yaların kültür şartlarının ayarlanması ile bertaraf edile­
bileceği bildirilmiştir (Evans, 1996). Özellikle maya si­
tolojisi ile ilgili çalışmalarda Berberin sulfate, Aurop­
hospin, Coriphospin, Thiot1arin S ve Natural red gibi
parlak floresan veren florokromların kullanrldığı bilin­
mektedir. Birçok çalışmada hücresel seviyede çeşitli

makrornoleküllerin yerleşimini belirlemede fluorok­
rom-işaretlenmiş antikorların kullanıldığı dikkat çek­
mektedir. Indirekt immunoflaresans yöntemi işeretle­

mede daha yüksek duyarlılık sağladığı için bu konuda
en uygun yöntem olarak bildirilmiştir. indirekt immu­
nofloresans yönteminde konjigant hazırlamak için Flu­
orscein isothiocyanate ve Tetramethylrhodamine isothi­
ocyanate iyi etiketler olarak geniş çapta kullanılmakta­

dır. Katil aktiviteye sahip mayalarda gerek floresan
mikroskopi, gerekse indirekt immunofluoresans teknik­
leri kullanılarak toksinin etki mekanizması, katil aktivi­
tenin moleküler temeli, toksin reseptörü, toksinin ince
yapısı belirlenmeye çalışılmıştır (Cailliez vd., 1993;
Gunge vd., 1982; Schmitt vd., 1989; Schmitt ve Radler,
1990;Cailliez vd., 1992). Murai vd. (1997) hücre yüzey
mühendisliği ile yaptıkları nişasta kullanabilen maya
suşlarında, transforme hücreleri immunofloresans ola­
rak işaretlemişler ve fuzyon proteinin yerleşimini im­
munoelektron mikroskopiyle belirlemeye çalışmışlardır.
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6. KATiL MAYALARıN ÖNEMi

Katil mayalar bira fermentasyonunda hem kesikli
hem de sürekli kültürlerde kontaminant olarak rapor
edilmiştir. Bira fermentasyon ortamının katil maya ile
enfeksiyonu, fermentasyon için kullanılan mayanın ölü­
mü ile sonuçlanmakta ve elde edilen ürün istenilenden
oldukça farklı olmaktadır. Yapılan çalışmalarda şarap

yapımında kullanılan suşların birçoğunun katil mayala­
ra karşı duyarlı olduğu ve katil maya kontaminasyonun
fermentasyon ortamında % Olden daha az olduğunda

24 saat içinde şarap mayasının tümüyle yok olmasına

neden olduğu rapor edilmiştir (Jacobs ve Van Vuuren,
1991).

Ekmek mayası endüstrisinde steril olmayan tip
açık fermentasyonlar kullanıldığı için yabani mayaların

kültür ortamını kontamine etmesi kaçınılmazdır. Ayrıca

sistem daima şeker limitasyonunda çalıştığı için, yaba­
ni maya için avantajlı bir durum sağlanmaktadır. Arzu
edilmeyen maya suşlarının ortamı kontamine etmesi
verimi düşürmektc ve ürün kalitesinin bozulmasına ne­
den olmaktadır. Bu sonucun fermentasyon endüstrisin­
de çok önemli bir problerne neden olduğu bildirilmiştir

(Lehmann vd., 1987, Portugal vd., 1994). Katil maya
suşları ürettikleri katil toksinler ile hassas maya suşları­

nı öldümıektedir.Katil aktiviteye sahip maya suşlarının

starter suş olarak kullanımı yabani mayaların kontami­
nasyonunu önleme açısından önem taşımaktadır. Katil
plazmid taşıyan maya suşlarının kültür oıtamına girme­
si, katil toksine hassas olan starter suşa zarar vererek
fermentasyon ve sonrasında istenmeyen sonuçlar do­
ğurmaktadır, Böyle bir olayda katil suşlar doğal maya
populasyonlarındakirekabet avantajları sayesinde katil
olmayan mayalar ile etkili bir yarışa girebilmekte, anti­
kontaminant olarak görev yapabilmektedirler (Bussey
vd., 1990). llk defa 1%3 yılında Bevan ve Mackower
tarafından bira kontaminantlarından izole edilen katil
maya suşları, salgıladıkları toksinle duyarlı suşları öl­
dürürken, kendilerinin bu toksine dirençli olması, kü­
çük bir kontaminantın endüstriyel çapta bir fermentas­
yonu gasp edebileceğini göstermiştir (Tipper ve
Schmitt, 1991). Günümüzde seleksiyon veya genetik
manipiilasyonlar kullanılarak, aynı türün pek çok alt tü­
rü seçilmiş starter suşlar olarak görev yapmaktadır. Mo­
leküler biyoloji teknikleri ile katil aktiviteye sahip ma­
ya suşları geliştirilebilmektedir. S. cerevisiae K3, H.
mrakii CCY 38-7-1 ve H. saturanus var. subsufficiens
CCY-38-4-2'nin bu konuda ümit verici olduğu Michal­
cakova vd. (MichalCakova vd., 1993) tarafından bildi­
rilmiştir. Gerek şarapçılıktagerekse ekmek mayası üre­
timinde katil aktiviteye sahip ve/veya yahancı organiz­
maların ürettiği katil toksinIere karşı bağışıklık kazan­
mış, kendi ürettiği toksin ile geniş bir yelpazedeki diğer

maya, bakteri ve funguslara karşı etkili bir maya suşu­

nun starter kültür olarak kullanımı yukarıda değinilen

problemlerin çözümü için ümit vaad etmektedir. Ayrıca
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bu yolla fermentasyon endüstrisinde maaliyetin düşürü­

iebil eceği , starter kültürün bozulması ya da kaybedil­
mesi riskinin ortadan kaldırılabileceği ve daha da
önemlisi patentin korunmasının sağlanabileceği düşü­

nülmektedir.

Mayalarda katil suşların araştırılması ile ilgili yurt
dışında birçok çalışma yapılmasına rağmen, henüz ül­
kemizde konu ile ilgili sınırlı sayıda çalışma bulunmak­
tadır. Mevcut olan çalışma sayısının azlığı göz önüne
alınarak; bu derlernede katil maya suşlarınınözellikleri,
katil aktiviteden sorumlu olan dsRNA virüslerinin yapı­

sı ve katil aktivitenin moleküler temelleri açıklanmaya

çalışılmıştır. Bu bağlamda, gelecek yıllarda konu ile il­
gili yapılacak yeni çalışmalara katkıda bulunmak he­
deflenmiştir.
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EK 1. Anadolu Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü Laboratuvarında Bulunan maya Suşları,

Suş Özellikleri ve Sağlandığı Kurumlar.

Maya Suşları Maya Suşunun Özelliği Maya Suşunun Sağlandığı Kurum

MAYA i Ticari olarak üretimde kullanılan Pak-Gıda Üretim ve Paz.A.Ş.

ekmek mayası suşu Pak-Biomer (Ar-Ge)
İzmit-KOCAELİ

MAYA II Ticari olarak üretimde kullanılan Pak-Gıda Üretim ve
ekmek mayası suşu Paz. A.Ş. Pak-Biomer (Ar-Ge)

İzmit-KOCAELİ

Debaryomyces hanseneii Katil suş Kumamoto Institute of Technology
TK-type V JAPONYA

Hansenula anomalan Katil suş Kumamoto Institute of Technology
NFRI-1702 JAPONYA

Industrial Technology Centre
Saccharomyces cerevisiae KI KI tip katil maya suşu of Okayama Prefecture

JAPONYA

Industrial Technology Centre
Saccharomyces cerevisiae K2 K2 tip katil maya suşu of Okayama Prefecture

JAPONYA

Saccharomyces cerevisiae K7 K7 tip katil maya suşu Universitat Des Saarlandes
ALMANYA

Saccharomyces cerevisiae 1385 K2 tip katil maya suşu Universitat Des Saarlandes
ALMANYA

Saccharomyces cerevisiae 28 K28 tip katil maya suşu Universitat Des Saarlandes
ALMANYA

Saccharomyces cerevisiae S6 Duyarlı, katilolmayan Universitat Des Saarlandes
maya suşu ALMANYA

Saccharomyces cerevisiae KI tip katil maya suşu Ankara Üniversitesi Ziraat
NCYC 232 Fakültesi Gıda Mühendisliği

ANKARA

Ankara Üniversitesi
Saccharomyces cerevisiae K2 tip katil maya suşu Ziraat Fakültesi

NCYC 738 Gıda Mühendisliği

ANKARA

Ankara Üniversitesi
Saccharomyces cerevisiae Duyarlı maya suşu Ziraat Fakültesi

NCYC 1006 Gıda Mühendisliği

ANKARA

Candida boidinii IGC 3430 Duyarlı maya suşu Gulbenkian Institute of Science
PORTEKİz

Saccharomyces exiguus Duyarlı maya suşu Gulbenkian Institute of Science
ICG 4612 PORTEKİz

Klyveromyces lactis IGC 4358 Duyarlı maya suşu Gulbenkian Institute of Science
PORTEKİz

Pichia anomala CYC 1027 Katil maya suşu Gulbenkian Institute of Science
PORTEKİz

Pichia membranaefaciens Katil maya suşu Gulbenkian Institute of Science
CYC 1106 PORTEKİz
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Ek 2. Saccharomyces Cerevisiae Katil Suşları için
Terimler (Tipper ve Bostain, 1984).

Fenotip Tanım

Katil Duyarlı maya hücrelerini öldüren
i polipeptid toksini salgılayan suş

Bağışık Plazmid tarafından homolog katil
toksine karşı dirençli suş

Dirençli Büyüme şartlarına veya nüklear
genotipe bağlı olarak çeşitli katil
toksinlere karşı dayanıklı suş

KI, K2 veya K3 1,2 veya 3 katil fenotipine sahip suş

R- Bilinen katil toksinlere karşı bağışıklık

yok

Rı+, R 2+, R 3+ KI, K2 veya K3 toksine karşı bağışık

Rıw KI toksine karşı zayıf bağışık

Kı+ KI toksin üretimi; R-, R2+, R3+

suşları öldürme özelliği

K2+ K2 toksin üretimi; R-, R2+, R3+

suşları öldürme özelliği

K3+ K3 toksin üretimi; R-, R2+, R3+

suşları öldürme özelliği

Kı++ Süper katil; daha aktif veya kararlı

KI toksin üretimi

(Kı+Rı+) (K2+ R2+) Normal KI ve K2 katil suş fenotipleri

(K-Rı+) Doğal fenotip

(Kı+ RıW) Suicidal fenotip

Uydu Replikasyon defektli plazmid

VLP Virüs benzeri partikül

SeVoLlA Virüs benzeri partikül içinde LlA-ds
RNA taşıyan S. cerevisiae virüsü
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Ek 3. Saccharomyces Cerevisiae Katil Suşlarında

Bulunan dsRNA'lar (Tipper ve Bostain, 1984).

Fenotip Tanım

Ml 1.9 kb. dsRNA; Kı+ Rı + fenotipinin

belirleyicisi

M2 1.7 kb. dsRNA; Kı+ Rı+ fenotipinin

belirleyicisi

M3 1.5 kb. dsRNA; K3+ R3+ fenotipinin

belirleyicisi

S3 İnternal delesyon ile Ml 'den türemiş

0.73 kb. 'lik dsRNA

LA Ml veya M2 dsRNA' nın korunması

için gerekli 4.7 kb. 'lik dsRNA

LlA Doğalolarakizole edilmiş KI katil suşlarda

bulunan 4.7 kb. 'lik LA sınıfı dsRNA

L2A Doğalolarak izole edilmiş K2 katil suşlarda

bulunan 4.7 kb. 'lik LA sınıfı dsRNA

LB,LC,LBC Daha çok KI ve K2 katil suşlarda bulunan
4.7 kb. 'lik dsRNA'lar
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