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MAYALARDA KATIL AKTIVIiTE VE dsRNA VIRUSLERI
Nuray KARAKAS UCAN!, Merih KIVANG2

Saccharomyces cerevisiae katil maya suglarinin varlig1 ilk defa Makover ve Bevan tarafindan 1963 yilinda goz-
lenmigtir. Bu tarihten itibaren giiniimiize kadar katil fenomen pekgok maya genusunda tanimlanmistir. Bu derleme-
de; katil maya suslarinin 6zellikleri, daRNA viriislerinin yapis1 ve katil aktivitenin molekiiler temelleri 6zetlenmig-

tir.

Anahtar Kelimeler: Katil mayalar, Katil aktivite, dSRNA virtisleri, Katil toksinler.

KILLER ACTIVITY OF YEASTS AND dsRNA VIRUSES

ABSTRACT
The presence of killer strains of Saccharomyces cerevisiae was first observed by Makover and Bevan in 1963.
Since then killer phenomen was described 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. GiRiS

Bilimsel olarak tammlanmalan ilk defa Antonie
van Leeuwnhoek'a (1860) atfedilmis (Berry, 1982) olan
mayalardan faydalanma asirlar 6nce baslamis ve boyle-
ce gecen yiizyildan itibaren hizlanan endiistriyel ve ti-
cari ilerlemeye de onemli katkilar saglanmigtir. Geg-
miste oldugu gibi giiniimiizde de, 6zellikle fermentas-
yondaki rolleri ile baz1 mayalar insan yasaminda nem-
li yer tutmaktadir. Bakteriler i¢in optimum olan pH’ lar-
dan daha diigiik pH’ da aktif olarak gelisebilmeleri, bii-
yiik captaki kiiltiirleri hizl1 biiyiliyen kontaminant mik-
roorganizmalardan korumalar1 ve bakterilerden daha
kolay ve ucuz liriin alinabilmesi gibi nedenlerle maya-
larin endiistriyel amagla kullanim giin gectikge artmak-
tadir (Barnett vd., 1990).

Mayalar endiistriyel gizemlerinin yani sira; lakto-
zun etanole fermentasyonunda, alkanlar ve kagit hamu-
ru atiklarindan protein liretiminde, gliserol ve D-glusi-
tol gibi alditollerin iiretiminde, B-D-galaktozidaz ve li-
paz gibi cesitli enzimlerin kaynag olarak da kullamil-
maktadir. Kimyacilar ise mayalari, yeni karbon baglari,

1 Bodrum Su Uriinleri Aragtirma Enstitiisii, Bodrum, TURKIYE.

optik olarak aktif bilesikler, sekonder alkol tiirevleri ve
biyolojik aktif molekiiller iiretmekte kullanmaktadirlar.
S. cerevisiae’ nin yant sira Candida tropicalis, Rhodo-
torula rubra, Schizosaccharomyces pombe ve Zygo-
saccharomyces bailii gibi diger maya tiirleri de kimya-
cilarin aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Barnett vd., 1990).

Ekmek mayasi, nigastal1 veya giiniimiizde daha
cok sekerli ham maddelerden (melas) elde edilen iist
fermentasyon tipi kiiltiir mayasidir (Canbag, 1995).
Tiim gelismis iilkelerde, cavdar ekmegi iiretimi diginda
ekmekcilikte ticari olarak kullanilan maya grubu S. ce-
revisiae' dir. Guiniimiizde halen bazi yerel ve kiigiik fi-
rn igletmelerinde ekmek yapiminda kullanilan eksi ha-
murun i¢inde Saccharomyces genusu liyesi hakiki ma-
yalarla birlikte, degisik sayida laktik asit, biitiirik asit,
asetik asit bakterileri, koliform grubu bakteriler ve kok-
lardan olugan genig bir flora bulunmaktadir (Akman ve
Yazicioglu, 1962). Bu bakterilerin varligindan &tiirii ek-
si hamurdan mayalanan bir hamur iyi kabarmamakta,
ekmekte hos olmayan tad ve kokular olugturmaktadir.
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Buna karsin, sadece S. cerevisiae igeren paket ekmek
mayasi kullanildiginda, hamur daha iyi kabarmakta, ek-
mek daha iyi pismekte ve hog olmayan tad ve kokular
olugsmamaktadir (Canbas, 1995).

Ekmek mayasi iiretimi ve mayacilikta kullanilan
isletme kiiltiirii saf bir maya kiiltiiriinden iiretilen spor
veya hiicre kiiltiirii ile olabilir. Bu endiistride alt tiirler
arasi farklar, tiirler arasi farklardan daha fazla 6nem ta-
simaktadir. Ozellikle yakin bir gelecekte, patent hakki-
nin korunmasi nedeni ile bu konunun daha da 6nem ka-
zanacagi bildirilmektedir (Dagasan, 1994). Son yillarda
bircok molekiiler teknik endiistriyel kiiltiirlerin gelisti-
rilmesi amaciyla uygulama alanina sokulmugtur.

Giintimiizde genetik miithendisligi teknikleri ile ar-
zu edilen ozelliklere sahip endiistriyel suslarin elde
edilmesi miimkiin goziikmektedir. Ekmek mayaciligin-
'da kullanilacak suglann segimi ve iyilestirilmesi galig-
malarinda iki 6nemli amag¢ bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi; susun iyi kabarma-mayalanma aktivitesine sa-
hip olmasi, ikincisi ise, tiriin kalitesini etkilemeden az
masraf ile iyi maya liriinii elde etmektir. Son yillardaki
genis ve yeni pazarlama stratejilerinden Otiirti, ekmek
mayacilifinda kullanilan geleneksel maya suglar1 maya
iireticisinin farkli isteklerine cevap verememektedir.
Uretim piyasasinda rekabet ortamindan dogan gereksi-
nimler sonucu, rekombinant DNA teknikleri kullamla-
rak yeni Ozelliklere sahip bira mayasi suglarinin yapimi
oldukg¢a 6nem kazanmustir (Sone vd., 1988; Lancashire
vd., 1989). Mayalarda fermentasyon orani, flokulasyon,
aroma bilegiklerinin iiretimi gibi cesitli fermentasyon
ozelliklerinin mitokondri genetik sisteminden etkilendi-
gi bildirilmigtir (Meyers, 1995). Degisik karbonhidrat-
lan fermente edebilen, degistirilmig flokulasyon &zel-
liklerine sahip ve degisik aromalar iiretebilen suglar
tiretilmis ve pilot tesislerde denemeleri yapilan birgok
sug ticari iiretim agisindan uygun bulunmugtur (Ham-
mond, 1995).

Son yillarda cesitli arastirma laboratuvarlarinda
yiirtitiilmekte olan maya genetigi ve molekiiler biyolo-
jisi ¢aligmalanndan elde edilen bilgilerin 15181 altinda
maltozu kullanabilen mayalar, ozmotolerant mayalar,
maya hiicrelerinde trehaloz birikimini arttirma (Kim
vd., 1996), invertaz enzimi ile ilgili ¢aligmalar, hizli fer-
mentasyon Kinetiginin saglanmasi, donmaya dayanikli,
melibioz kullanabilen, lipoksigenaz geni tagiyan, lakto-
zu fermente edebilen ekmek mayasi iiretimi ve katil
plazmid (killer plasmid) tagiyan ekmek mayalar ile il-
gili calismalar giingectikge popiilaritesi artan konular
haline gelmektedir (Murai vd., 1997; Reed ve Nagoda-
withana, 1991; Yuan ve Bellgardt, 1994; Karakas ve Ki-
vang,. 1998).
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2. KATIL MAYALAR VE BUNLARLA ILGILi CALISMALAR

ik defa 1963’de Makeover tarafindan gozlenen
katil aktivite fenomeni mayalarda oldukca yaygin ola-
rak goriilmektedir (Pamir, 1984). Bu bulug giiniimiize
kadar artan bir ilgi ile karsilanmis ve bir¢ok arastirici
tarafindan iizerinde calisilan bir konu haline gelmisgtir.
Makeover’in ¢alismasini takiben, gesitli maya genusla-
rina ait katil suslar bircok aragtirici tarafindan tespit
edilmistir (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 tanimlanmig olup, daha sonra difer maya
genus ve tiirlerinde de bu suslarin varligi tespit edilmis-
tir. Katil suglarn irettikleri protein veya glikoprotein
yapisindaki katil toksinlerin bu toksinlere hassas maya
suslarin 6ldiirdiigii saptanmus ve bu olayin mekanizma-
st bir¢ok aragtirici tarafindan ortaya konulmustur (Yo-
ung ve Yagiu, 1978; Middelbeek vd., 1980; Rosini,
1983; Radler vd., 1985; Radler vd., 1993; Wickner,
1996). Pfeiffer vd. (1988) duyarl: suslari inhibe eden S.
cerevisiae KT28 in bazi patojenik fungiye ve Tricho-
monas vaginalis’ e (protozoon) kars1 etkili olmadigini,
ayrica deneye tabi tutulan hayvanlar iizerinde de her-
hangi bir farmakolojik etki géstermedigini bildirmisler-
dir. Polinelli vd.” nin (1989) yaptig1 calismada ise, di-
morfik fungus olan Sporothrix schenckii’ nin 4 izolati-
nin misel ve maya formlarinin gesitli katil toksinlere
(katil toksin 7, 8, 28 tipleri) kars1 oldukca duyarh oldu-
gu tespit edilmigtir. Bu aragtiricilar, katil toksinlerin ve-
ya tiirevlerinin sistemik mikosis vak’alarinin tedavisin-
de kullanilabilecegini one siirmiislerdir. Zhu ve Bussey
(1989) S. cerevisiae K1 toksininin Candida, Kluyve-
romyces, Schwanniomyces genusu iiyelerinin sferop-
lastlarimi 6ldiirdiigiinii, ancak bu organizmalarin hiicre-
lerinin toksine karsi duyarsiz oldugunu bildirmislerdir.
Reed ve Nagodawithana (1991) bu toksinin duyarl: ma-
ya suglar diginda bazi fungi ve bakterilere karsi da et-
kili oldugunu bildirmiglerdir. Yapilan epidemiyolojik ve
klinik caligmalar sonucunda katil toksinlerin, bugiine
kadar sagliga zararli bir etkisi tespit edilememigtir (Tip-
per ve Bostain, 1984). Ayrica bu toksinlerin proteaz
inaktivasyonlari, sicaklik ve pH’ ya bagimli olan karar-
Iiliklart nedeni ile terapotik olarak kullamimlarinin da
kisitlandig1 bildirilmigtir (Polonelli vd., 1991).

Katil suglar ile ilgili ilk ¢alismalar daha ¢ok, cesit-
li ortamlardan izole edilen suslarin bu aktivite icin test
edilmesi ve katil aktiviteye etki eden faktorlerin belir-
lenmesine yonelik olmustur. Yapilan ¢aligmalarda ¢egit-
li bitkisel materyallerden izole edilen maya suslarinin
yaklagik % 50’ sinin katil aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir (Radler vd., 1985; Radler vd., 1993). Bunun
yani sira, bilinen genetik isaretlere sahip ¢ok sayida ma-
ya susu da katil sug olarak belirlenmistir. Radler vd.
(1985) 1982 sonbaharindan 1984 yazina kadar cesitli
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habitatlardan izole ettikleri Pichia kluyveri ve Hanseni-
aspora uvarum tiirlerine ait suglarin katil aktiviteye sa-
hip olup olmadigini ve buna etki eden faktorleri arastir-
muslar, ¢alismalar1 sonucunda dogal habitattardan izole
edilen katil mayalarda mevsimsel bir degiskenlik oldu-
gunu tespit etmiglerdir. Shimizu vd. (1985) 6zel bir sa-
rap maya kolleksiyonundan (Forscungsanstalt Geisen-
heim Sarap Maya Kolleksiyonu) kontaminant bir maya-
y1 ve ticari kuru sarap mayalarindan 7 tanesini katil ma-
ya olarak tespit etmislerdir. Aym ¢aligmada izolatlarin
katil aktivitelerine etki eden faktorler de incelenmistir.
Starmer vd. (1987) kaktiislerin ¢liriiyen govde ve mey-
velerinden ve agaclann yapigkan sivilarindan izole et-
tikleri maya suglarim katil aktivite ve buna etki eden
faktorler yoniinden arastirarak, katil mayalarin dogal
populasyonlardaki ekolojisini incelemiglerdir. Suzuki
vd. (1989) tarafindan Japonya’da yiiriitiilen bir ¢calisma-
da miso, soya sosu ve tursulardan izole edilen halotole-
rant (tuza toleransli) maya suglarinda katil aktivite ve
bu aktivitenin spekturumunu arastirmuglardir. Ozgelik
ve Donmez (1993) A.U. Gida Teknolojisi Béliim kol-
leksiyonlarinda bulunan mayalar katil aktiviteleri igin
test etmisler ve test ettikleri 78 maya susundan sadece
iki tanesinde katil aktivite belirlemisierdir. Italya’nin
Tuscany Bolgesi sarap fermentasyon tesislerindeki katil
maya suglari, bunlarin olusum siklig1, fermentasyon si-
rasindaki dinamikleri, katil ve duyarl: izolatlarin K1 ve
K2 referans suslart ile olan iligkileri Vagnoli vd. (1993)
tarafindan aragtinlmigtir. Katil fenomen ile ilgili bagka
bir ¢aligmada Hidalgo ve Flores (1994) Ispanya’ nin
Madrid cevresindeki sarap liretimi yapan 11 farkli ire-
tim tesisinden alinan orneklerden izole ettikleri maya
suslarinda katil karakter varlifim test etmislerdir. Llo-
rente vd. (1997) tarafindan Portekiz’de yapilan bagka
bir aragtirmada ise zeytin salamuralarindan izole edilen
maya suglarinda, sodyum kloriiriin katil aktivite lizerine
etkileri incelenmistir. Arastiricilar bu ¢aligmada yaptik-
lar1 karyotip analizleri sonucunda, karigik fermentasyon
populasyonlarinda katil suglarin baskin oldugunu sapta-
miglardir. Karakag (2000) tarafindan yapilan bir calig-
mada ise, yurdumuzda ve diinyada ilk defa boza ve ek-
si hamurdan izole edilen maya suslarinda katil mayala-
rin varhigl ve katil aktiviteye etki eden faktorler aragti-
riimigtir. Dort adet boza drneginden izole edilen 97 ma-
ya susundan 32 adedi Katil (%32.98), 13 adedi duyarli
(%13.40), 52 adedi notral izolat olarak belirlenmigtir.
Ayni caligmada 31 adet eksi hamur 6rneginden izole
edilen 307 maya izolatinin 12 adedi katil (%3.90), 79
adedi duyarlr (%25.73), 216 adedi noétral izolat
(%70.35) olarak tespit edilmistir.

Katil maya suglarinin izolasyonunu takip eden da-
ha sonraki ¢aligmalarda sarap ve bira yapiminda kulla-
nilan suglar ve bunlarin kontaminantlarinin katil aktivi-
teleri ve katil suslarin fermentasyon iizerine olan etkile-
ri aragtrilmastir. Kitano vd. (1984) Japon sarap endiist-
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risindeki sira ve elma piiresinden izole ettikleri suglar
katil aktivite yoniinden incelemisler, 3 yeni katil tip be-
lirlemiglerdir. Swralarin % 27’sinde kontaminantlarin
katil aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir. 1986
yilinda Tredoux vd. (1986) "Viticultural ve Oenological
Aragtirma Enstitiisii"niin maya kiiltiir kolleksiyonunda-
ki suslar katil aktivite agisindan test etmiglerdir. Katil
suglarin, sarap pH’ sina sahip katt besi ortaminda katil
aktivite gostermediklerini, iiziim suyu ile yapilan fer-
mentasyon deneylerinde ise, katil sug populasyonunun
% 2.5’ten az oldugu deneylerde fermentasyonun etki-
lenmedigini, katil populasyonun yiiksek oldugu bazi
fermentasyon deneylerinde ise, bu suglarin fermentas-
yonu bozdugunu rapor etmiglerdir. Heard ve Fleet
(1987) 16 adet sarap maya susunu katil aktivite yoniin-
den incelemigler ve bu aktiviteye sadece S. cerevisiae
suslarinda rastladiklarim bildirmislerdir. Bu arastirici-
lar, katil suslarin fermentasyon iizerine etkilerini de
aragtirmiglardir. 1990 yilinda yaymlanan bir ¢aligmada
ise, katil suglarin endiistriyel sistemlerde klasik yon-
temlere gore daha hizli, basit ve ekonomik olarak belir-
lenmesi i¢in yeni bir yontem Onerilmigtir (Pasqual vd.,
1990). Jacobs ve Van Vuuren (1991) 2 adet ticari sarap
maya susunun ellerinde bulunan 4 adet katil maya susu-
nun irettigi toksine karsi duyarhiligini incelemigler ve
kangik kiiltiirlerde yaptiklan fermentasyon deneyleri
sonucunda, K-103 katil sugunun fermentasyon ortamin-
da % 0.1 oramuinda bulunmasi durumunda bile, duyarh
sarap mayasim ortadan kaldirdigimi bildirmiglerdir.
Cansado vd. (1991) alkol ve sira fermentasyon ortamin-
da katil karakterin ekolojisi, yayillimi ve onemi lizerine
yaptiklan ¢aligmada, bu fermentasyon ortamlarinda ge-
sitli kriterlere bagli olmak kogulu ile katil karaktere sa-
hip maya suslarinin 6nemini ortaya koymuslardir. Mic-
halcakova vd. (1993) ellerinde bulunan Kluyveromyces,
Hansenula ve Saccharomyces genusuna ait maya sugla-
rinin katil aktivite ve bagigiklik 6zelliklerini inceleye-
rek, fermentasyonda yapigsmaya neden olan ve istenme-
yen yabani mayalara kars1 katil aktiviteye sahip maya
suslarinin belirlenmesini hedeflemisler, bu 6zelliklere
sahip suslarin biyoteknolojik uygulamalara katkilarim
aragtirmuglardir. Ozgelik vd. (1996) sarap iireticilerine
katil veya notral karakterli bir sarap mayasi onerebil-
mek amaciyla, Tiirkiye'nin degisik sarap bolgelerinden
izole edilen mayalarda, 6ldiiriicii aktiviteye sahip sarap
mayalarini tespit etmeye caligmiglar, ancak bu aktivite-
ye sahip maya susu belirleyememisglerdir. Tiirkiye’de
eksi hamurdan izole edilen iki adet katil maya susunun
2 adet ticari ekmek mayasi susuna karsi katil aktivite
gosterdigi Karakag (2000) tarafindan rapor edilmistir.

Son on yilda maya katil toksin sistemleri ile ilgili
cok sayida genetik ve molekiiler ¢aligma yapilmaktadir.
Yapilan bu calismalar ile S. cerevisiae suglarinin tiretti-
gi K1, K2 ve K28 toksinlerinin genetik ve molekiiler te-
melleri bilyiik olgiide ortaya konulmug, ayrica maya
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plazmid ve kromozomlar1 arasinda gen degisimi oldugu
da tespit edilmigtir (Bussey vd., 1990). K. lactis’te katil
fenomenden sorumlu iki adet dogrusal DNA plazmidi
ilk defa Gunge vd. (1981) tarafindan tespit edilmigtir.
K. lactis’in dogrusal DNA katil plazmidinin S. cerevisi-
ae suglarini transforme edip etmedigi ise Gunge vd.
(1982) tarafindan yapilan bagka bir ¢alisma ile denen-
misg ve 2 adet katil transformant elde edilmistir. Leibo-
witz (1982) mayalardaki protein sentezinin translokas-
yon basamagi inhibit6rii olarak bilinen bir antibiyotik
olan crytopleurine varlhiginda kiiltiirii yapilan katil sus-
larda, katil aktivitenin ortadan kaldirildigini saptamugtr.
P. kluyveri’nin iirettigi toksin ve bunun etki mekaniz-
masi ile ilgili ayrintil1 bir calisma Kagan (1983) tarafin-
dan yaymlanmustir. Seki vd. (1985) siiper katil fenotipi-
ni kodlayan bir dsSRNA’ y1 Montrachet sug 522 ve sug
694 isimli iki adet farkli sarap mayasina protoplast fiiz-
yon teknigi ile aktarmiglardir. Elde ettikleri katil sarap
mayasinin, hem besi ortaminda hem de {iziim suyunda
yapilan deneylerde, toksine kars1 duyarl: suglarin gelis-
mesini tamamen baskiladifini rapor etmiglerdir. Gni-
ewosz vd. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada, dis-
tilasyon ve sarap yapiminda kullamilan maya hiicreleri-
ne protoplast elektrofiizyon yontemi ile katil faktor ak-
tarilmig ve hibrid hiicrelerde bu 6zelligin iki yillik de-
polama siiresince kaybolmadig tespit edilmigtir. Stark
ve Boyd (1986) K. lactis’in iirettigi katil toksinin karak-
terizasyonunu ve bunu kodlayan genlerin identifikasyo-
nunu yapmuglardir. Radler ve Schmitt (1987) S. cerevi-
siae sug 28’in urettigi K28 toksininin maya hiicre du-
vart ve fraksiyonlarindan protein adsorbe eden soliis-
yonlar ile uzaklagtiriimasina ¢alismiglar, fermentasyon
inhibitorlerini ve bunlarin adsorbsiyonunu test etmigler-
dir. Zorg vd. (1988) H. uvarum ve P. kluyveri’nin katil
aktivitelerinin genetik temellerini ortaya ¢ikarmiglardir.
Wesolowski-Louvel vd. (1988) K. lactis’te katil feno-
menin ifadesi ile ilgili niiklear genleri aragtirmiglar ve
dogrusal DNA plazmidi tagidig1 halde, katil fenotipini
yitirmis mutant suglarda, mutasyonun konakg¢inin kro-
mozomunda tek bir lokusta bulundugunu tespit etmig-
lerdir. Bu aragtincilar KEX1 olarak adlandirdiklari lo-
kus iizerinde. yaptiklar1 klonlama ¢aligmalarn sonucun-
da, X. lactis’ in kex] geni ile S. cerevisiae’nin kex2 ge-
ni arasinda fonksiyonel bir iligkinin varligini tespit et-
mislerdir. Zhu ve Bussey (1989) tarafindan toksine 6zel
hiicre duvar reseptorlerinin, toksine kargi duyarlilikta
rol aldig1 ve hiicre duvar yapisinin modifikasyonu ile
toksine duyarli hiicrelerin olusturulabilecegi 6ne siiriil-
miistiir. Radler vd. (1990) molekiiler biyolojik ve biyo-
kimyasal yéntemler kullanarak H. uvarum katil toksini-
nin 6zelliklerini ve etki mekanizmasim ortaya ¢ikarmis-
lardir. K. lactis’in katil aktivitesi ile ilgili ayrintili bir
derleme Stark vd. (1990) tarafindan yayinlanmistir. Ka-
til mayalarda dsRNA’ nin transkripsiyon ve translasyo-
nu ile ilgili ayrintili ¢alismalar, Barbone ve Leibowitz
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(1991) tarafindan gerceklestirilmigtir. In vitro dsRNA
virionlarinin traskripsiyonu ise, Welsh ve Leibowitz
(1980) ile Barbone vd. (1992) tarafindan ¢aligilmigtir.
Tommasino (1991) ve Schaffrath ve Meacock (1995)
Western blot ve Northern blot analiz yontemleriyle K.
lactis’in katil aktivitesinin molekiiler temellerini agikla-
nuglardir. Petering vd. (1991) Escherichia coli’deki B-
glukoronidaz genini S. cerevisiae katil susuna aktarmig-
lar ve bu igaret (marker) geni, karigik kiiltiir fermentas-
yonlarinda katil sugun takibinde kullanmuglardir. Bu
arastiricilar Kkatil aktivitenin katil ve duyarli suglarin
oranmna bagh olarak, fermentasyon deneylerinde etkili
olarak gozlendigini belirtmisler ancak, duyarli suglar
tamamen ortadan kaldirmay1 basaramamuslardir. Radler
vd. (1993) Zygosaccharomyces bailii sus 412 nin katil
toksininin molekiiler yapisini jel filtrasyon, iyon-degis-
tirici kromotografi ve sodyum dodesil siilfat-poliakrila-
mid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemlerini kuila-
narak, katil aktivitenin molekiiler temelinin 1.9 kb.’lik
dsRNA oldugunu tespit etmislerdir. 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) yaptikiar1 ¢alisma-
lar ile S. cerevisiae sus 28’in iirettigi katil toksini saflag-
tirarak karakterizasyonunu ve toksin reseptoriiniin yapi-
sin1, toksinin etki mekanizmasim ortaya koymuslardir.
Mayalarda katil fenomenden sorumlu dsRNA virusleri
ile ilgili yaymlanan bir¢ok ayrintili molekiiler genetik
caligmalar yapiimig ve konu ile ilgilenenlere genis ¢ap-
11 bilgiler saglanmgtir (Thiele vd., 1982; Hanning vd.,
1984; Thiele vd., 1984; Weinstein ve Leibowitz, 1986;
Georgopoulos ve Leibowitz, 1987).

3. KATIL MAYA SUSLARININ GENETiK OZELLIKLERI
VE dsRNA VIRUSLERI

S. cerevisiae’nin, niiklear DNA, mitokondrial
DNA, viral DNA ve dairesel plazmid DNA olmak iize-
re, 4 farkli ve birbirinden bagimsiz genetik elemente sa-
hip oldugu bilinmektedir. Plazmidlerin genetik yapilar
genetik miihendisligi teknikleri ile kolayca degistirile-
bilmekte ve yeni olusturulan plazmidler sferoplastlar
tarafindan kolayca hiicre icine alimabilmektedir. (Me-
yers, 1995). S. cerevisiae’nin 2 mm plazmidi mayalarin
molekiiler teknoloji ¢aligmalarnin gelisiminde oldukca
onemli bir yere sahiptir. Maya plazmidleri flamentli
fungi plazmidlerinden oldukga farklidir. Maya plazmid-
leri niikleus ve sitoplazma kaynakh olmasina kargin, fi-
lamentli fungiden izole edilen tiim plazmidlerin mito-
kondriyel kaynakli oldugu tespit edilmistir. Ayrica yine
filamentli fungiden izole edilen plazmid-benzeri ele-
mentlerin de mitokondriyel DNA kaynakli oldugu tes-
pit edilmistir (Griffiths, 1995).

Saccharomyces genusunda gozlenen katil aktivite-
nin ¢ift sarmalli RNA plazmid (dsRNA) varligina bagh
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Sekil 1. Bos L-A Viriisiiniin U¢ Boyutlu Yapisi (2.6 nm reso-
liilsyonda) (Wickner, 1996).

oldugu ortaya konulmugtur (Wickner, 1996). Bu plaz-
midler dsRNA viriisleri veya viriis benzeri partikiiller
olarak isimlendirilmistir (Sekil 1).

S. cerevisiae’da L. ve M olarak isimlendirilen iki
adet dsRNA plazmidi tanimlanmustir. 1.5 kb biiyiiklii-
giindeki M dsRNA’ nin hem toksini, hem de kendi iiret-
tigi toksinden hiicreyi koruyan bagisikhik faktoriinii
kodladigr bulunmustur. 4.6 kb’ lik L dsRNA’ nin ise, M
dsRNA’ y1 cevreleyen kapsid proteinlerini kodladigi
tespit edilmistir. Uydu plazmid olarak isimlendirilen M
dsRNA viriisii sadece katil aktiviteye sahip suglarda bu-
lunurken, L dsRNA viriisii bir¢ok maya susunda bulun-
mustur (Wickner, 1996). dsRNA viriisleri once fila-
mentli fungide tanimlandiysa da, maya dsRNA viriisle-
ri S. cerevisiae’da katil fenomenin belirleyicisi olarak
kesfedilmigtir. Bu viriislerin katil iiyeleri iceren genus-
larda, katil fenotip ile iligkili oldugu kabul edilmekte-
dirler (Tipper vd., 1991; Thiele vd., 1984). Mayalardan
izole edilen katil dsRNA tiirlerinin elektron mikroskobu
ile heterodubleks analizi 1978 yilinda Fried ve Fink
(1978) tarafindan yapilmugtir. Bu ¢alismada dsRNA'’ la-
rin ug bolgelerinin aym baz dizilimine sahip oldugu ve
bu bolgenin RNA replikasyonunda 6nemli role sahip

ScV-L-A (dsRNA viriisi)
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oabilecegi One siiriilmiigtiir. Hibridizasyon ¢aligmalarn
sonucunda, S. cerevisiae DNA genomu ile katil dSRNA’
lar arasinda bir homoloji ortaya ¢ikarilamamigtir (Polo-
nelli vd., 1991).

Sitoplazmik kalitim gosteren K1 fenotipi icin hiic-
rede 2 adet dsRNA bulunmaktadir. Bunlardan biiyiik
olan L-A (4.5 kb) digeri M1 (1.8 kb) olarak adlandirl-
mustir. Daha sonra bunlarin sitoplazmada bulunan ScV-
L-A ve ScV-M1 olarak adlandirian viriis benzeri parti-
kiiller icinde bulundugu gosterilmigtir. Sitoplazmalarin-
da dsRNA bulundurmayan veya sadece ScV-L-A bulun-
duran hiicreler duyarli-katil olmayan, sitoplazmalarinda
ScV-L-A ile birlikte ScV-M1 bulunduran hiicreler ise
katil olarak tanimlanmugtir. K1 ve K2 katil suglarda L-
A dsRNA, M1 veya M2 dsRNA’ lar ile daima birlikte
bulunmaktadir. Dogal S. cerevisiae izolatlarinin birgo-
gunun L dsRNA tasirken, M dsRNA tagimadiklari, K2
ve K28 katil fenotip belirleyicilerinin de benzer sekilde
M2 ve M28 dsRNA’ lar oldugu bildirilmigstir (Tipper ve
Schmitt, 1991). K1 Kkatil sistemi S. cerevisiae’de ayrin-
til1 olarak calisilmasina ragmen, katil suglar tarafindan
tiretilen toksin, toksinin etki mekanizmasi ve toksine
kars1 bagisiklik hala tam olarak anlagilamamugtir. Ashin-
da birkag farkli M dsRNA bulundugu (M1, M2, M3,
M28 vb.), ve bunlarin her birinin farkl toksin-bagigik-
lik ozgiilliigiinii kodladig1 bilinmektedir. Bu toksinlerin
retimi, olgunlagmalari, salgilanmalan ve etki meka-
nizmalari ayrintil: bir sekilde ¢aligiimakta ve bu fenotip
L-A viriis sistemlerinin genetik analizinde kullanilmak-
tadir (Wickner, 1996),

L-A virionlarinin 39 nm ¢apinda, her biri tek bir
4.6 kb’ lik dsRNA molekiilii iceren ikosahedral parti-
kiiller oldugu ortaya konmugtur. Viriisiin 76 kDa’ lik
Gag (cap: kapsid) olarak adlandirlan tek bir biiyiik ki-
lif proteinine ve 180 kDa’ ik Gag-Pol fiizyon protein
(cap-pol: kapsid polimeraz) olarak adlandirilan baska
bir proteine de sahip oldugu bilinmektedir (Sekil 2).

ScV-M1 (uydu viriisii)

Misipik 7

translasyon

Sekil 2. L-A ve M1 dsRNA YViriislerinin Replikasyonu (Tipper ve Schmitt, 1991).
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Maya genomunda L ve M dsRNA’ lar ile karsilikl1 etki-
lesen bir¢cok kromozomal gen bulundugu bildirilmistir.
Bunlardan mak olarak isimlendirilen genlerin dsRNA’
nin korunmasi ve otoreplikasyonunda gorev yaptigi,
kex olarak isimlendirilen genlerin toksinin oidiiriicii et-
kisinin ifadesinde rol aldig1 ve rex olarak isimlendirilen
genlerin de, toksine diren¢ icin gerekli oldugu tespit
edilmistir (Polonelli vd., 1991; Tipper ve Schmitt,
1991). Pozitif ve negatif RNA ipliklerinin sentezi, viral
replikasyon dongiisiiniin farkl1 asamalarinda gercekles-
mektedir. Tek bir dsSRNA genomu tasiyan olgun viral
partikiiller, dSRNA genomunu konservatif reaksiyonla
transkribe etmektedir. Uretilen pozitif iplik transkriptle-
ri viral partikiilden disar1 verilmektedir. Bu pozitif ip-
likler, yeni viral proteinierin sentezi icin mRNA olarak
gorev yapmaktadirlar. L-A pozitif ipligin translasyonu
ile kapsid ve aynu ipligin bir ¢erceve kaymasi sonucu
translasyonu ile de, cap-pol fiizyon protein (C-POL)
tiretilmektedir. Cap-pol hem L-A hem de M dsRNA’ nin
pozitif ipliklerindeki baglanma bolgelerini taniyarak,
kapsidasyonu baglatmaktadir. Olusumu tamamlanan
partikiil icinde (viriis benzeri partikiil) cap-pol, negatif
ipligi sentezlemekte ve viral replikasyon dongiisiinii ta-
mamlayarak, yeniden transkriptaz olarak gérev yapma-
ya hazir hale gelmektedir (Tipper ve Schmitt, 1991).
Uydu M dsRNA’ lann replikasyon dongiisii de L-A
dsRNA dongiisiine benzemekle birlikte aradaki tek fark
biitiin pozitif ipliklerin partikiilden digar1 ¢ikmamasidir.
M ve L dsRNA’lar farkli partikiiller igerisine kapside
edilmektedirler. Bir ya da iki adet M1 dsRNA molekii-
li tagryan partikiiller bulunmaktadir. M1, L-A’ nin yari-
sindan da kiiciik bir partikiildiir. Partikiil bagina 2 adet
M1 dsRNA tasiyan partikiil doludur ve yeni sentezle-
nen biitiin pozitif iplikler partikiilden disariya verilmek-
tedir. Partikill bagina sadece bir adet M1 dsRNA tasiyan
partikiillerin %60’ 1ndan fazlasi yeni pozitif ipligi parti-
kiil icinde tutmaktadir. Daha sonra bu iplik ikinci bir
dsRNA molekiiliine doniistiiriilmektedir. Bu mekaniz-
ma "headful replication" olarak isimlendirilmektedir
(Wickner,1996).

Aslinda, maya suslarinin neredeyse tlimiiniin bir-
ka¢ RNA replikonu tagidigi bilinmektedir. Birgok S. ce-
revisiae susunda tanimlanan L-A ve L-BC dsRNA vi-
riislerinin her birisinin yapisal ve fonksiyonel olarak
farkli virls ailelerine iiye olduklar tespit edilmistir
(Tipper ve Bostain, 1984). Bu viriislerin hiicre i¢inde
replike olduklar, hiicreyi eritmedikleri ve hiicre biiyii-
mesine belirgin yavaglatici bir etkilerinin olmadig1 be-
lirlenmigtir. L.-A tagiyan bir¢cok sugun, L-A’ nin uydusu
olan ve M dsRNA olarak adlandirilan dsRNA’ lari da ta-
sidiklart belirlenmistir. Bunlarin toksinin {iretimi ve bu
toksine bagisikliktan sorumlu olduklari tespit edilmistir.
L dsRNA’ nin konakgiya higbir fenotipik ozellik sagla-
madig1, sadece M dsRNA’ larin hiicre icindeki varlikla-
rimun korunmasi igin gerekli oldugu bilinmektedir. Bili-
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nen biitiin fungal viriisler gibi L-A ve L.-BC viriislerinin
de hiicre i¢i rota ile veya vertikal transfer ile tagindikla-
r1, bunun da; eslesme prosesi ve tomurcuklanma sonu-
cu olusan karisimla ya da dogal veya yapay hiicre kay-
nagmalan sirasinda olugtugu bildirilmistir (Bussey vd.,
1990; Polonelli vd., 1991; Tipper ve Schmitt, 1991; Fri-
ed ve Fink, 1978). Sadece Helminthosporium victo-
ria’da hiicre digina yayilma tespit edilmistir (Tipper ve
Bostain, 1984). Haploid bir hiicrede L dsRNA’ nmn 100
adet, M dsRNA’ nin ise 1000 adet bulundugu (Polonel-
li vd., 1991) bildirilmistir. Hem L hem de M dsRNA' lar
icin kapsid polipeptitlerini L. dsRNA’ larin kodladigy,
ancak, L ve M dsRNA’ larin ayri ayr kapsidlerde yer.al-
diklar1 belirlenmisgtir (Thiele vd., 1984).

dsRNA veya dsDNA plazmidlerine sadece bazi
Saccharomyces, Kluyveromyces ve Pichia genusu sug-
larinda rastlanmaktadir. Diger mayalarda gozlenen katil
aktivitenin ise, kromozomal genler tarafindan kodlandi-
&1 (Young ve Yagui, 1978) diisiiniilmiigse de ise de;
Zorg vd. (1988) H. uvarum’un katil fenotipinin, dsSRNA
plazmidine bagli oldugunu gostermislerdir. Benzer se-
kilde, Z. bailii 412 susunun katil aktivitesinin, dsSRNA
plazmidine bagli oldugu Radler vd. (1993) tarafindan
tespit edilmistir. Ustilago genusu iiyelerindeki katil sis-
tem birbiri ile oldukga ilgili olan ii¢ farkli katil faktor ile
karakterize edilmektedir. Bunlar P1, P4 ve P6 olarak
isimlendirilmigtir. Bunlarin izometrik viriis benzeri par-
tikiiller halinde, tek tek kapsidler icinde yer alan sitop-
lazmik dsRNA’ larla birlikte bulundugu tespit edilmis-
tir. Bu viriis benzeri partikiillerin H (aglr),'M (orta) ve
L (hafif) tipindeki dsRNA’ lardan en az bir adedini biin-
yesinde bulundurdugu ortaya konmustur (Polonelli vd.,
1991). K. lactis’te ise Kkatil aktivitenin dogrusal DNA
plazmidleri tarafindan belirlendigi bildiriimigtir (Gunge
vd., 1981). K. lactis katil sisteminde iki adet dogrusal
dsDNA plazmidinin rol oynadig: tespit edilmistir. Bu
plazmidler pGKI-1 (8.9 kb) ve pGKI-2 (13.4 kb) olarak
adlandirlmig ve sitoplazmik kalitim gosterdikleri, hap-
loid hiicrede 100 adet bulunduklari belirienmistir.
pGKI-1 hem katil hem de bagigiklik fenotipini kodlar-
ken, pGKI-2’ nin her iki pGKI plazmidinin replikasyon
ve hiicrede korunmasini kontrol ettigi bulunmustur (Po-
lonelli vd., 1991). Pichia genusu iiyelerinde gozlenen
katil fenotip ile ilgili niikleus veya plazmid kaynakli
herhangi bir belirleyici unsur belirlenememistir (Polo-
nelli vd., 1991). Cong vd., (1994) tarafindan P. etchell-
sii, D. hansenii ve Wingae robertsiae’e ait dogrusal
DNA plazmidleri aragtirilmig ancak bunlarin katil aKti-
vite ile iligkili olmadig tespit edilmistir.

4. KATIL TOKSINLERIN OZELLIKLERi VE ETKi ME-
KANIZMALARI

Saccharomyces genusu iiyelerinde Oldiirme ve ba-
gisiklik ozgiilliigiine gore K1, K2, K3, K28 gibi farkh
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tipte toksinler bulunmaktadir. K1 sistemi laboratuvar
izolatlarinda, K2 ve K28 sistemleri de garap endiistrisi
izolatlarinda yaygin olarak goriilmektedir. K1 tip katil
suglar ile K2 tip katil suglar arasinda ¢apraz-bagisiklili-
gin olmadi@i, yani K1 tiplerin K2 tipleri ya da K2 tiple-
rin K1 tipleri oldiirdiigii tespit edilmistir (Tipper ve
Schmitt, 1991). K3 sistemi ise ilk olarak S. capensis’in
761 numaral: sugunda belirlenmigtir (Polonelli vd.,
1991). Katil suglar tarafindan iiretilen toksinler opti-
mum pH’ larnna, sicaklifa bagl kararliliklarma ve pro-
teazlara karg1 duyarliliklarina gore birbirlerinden ayril-
maktadirlar. Hepsinin proteazlara karsi duyarli ve pH
5.0’ 1n altinda aktif oldugu tespit edilmigtir. Katil maya-
lar, toksin ve bagisiklik ozgiiiliigiine, duyarli suglara
karsi katil aktivitenin spektrumuna veya katil mayalarin
capraz reaksiyonlarina bagh olarak en az 10 farkli grup-
ta (K1-K10) simflandirdmuslardir (Vagnoli vd., 1993).
Bunlardan K1, K2 ve K3 tipi toksinlerin Saccharomy-
ces genusuna ait suglarda gorildiigi bildirilmistir (Tip-
per ve Bostain, 1984).

K1 ve K2 onciil toksinleri (protoksinleri) N-gli-
kozlanmustir (Sekil 3). Her ikisinin de pl noktalarinin
4.3-4.7 arasinda degistigi, yiiksek pH ve sicakliklarda
(23 °C’nin iizerinde) kararl1 yapt gostermedikleri tespit
edilmistir (Tipper ve Schmitt, 1991). Fungal katil tok-
sinlerin ¢gogunda oldugu gibi, hem K1 hem de K2 tok-
sinleri duyarh hiicrelerin plazma membraninin gegir-
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genligini bozarak etki gostermektedirler (Sekil 4). So-
nugta potasyum iyonlari ve ATP gibi diisiik molekiil
agirlikh sitoplazmik bilesenlerin hiicre digina sizmasi
ile hiicre oliimii gerceklesmektedir (Tipper ve Schmitt,
1991). Her iki toksin de hiicre membranindaki hedefine
(reseptor; R1) ulagmak igin, M1 veya M2 dsRNA tara-
findan kodlanan toksin Snciiliiniin § bélgesi, maya hiic-
re duvarinin 3-1,6 glukan komponentine baglanmakta-
dir. Bu basamak enerji gerektirmemektedir. Bundan
sonraki enerji gerektiren ikinci basamakta toksinin o
bolgesinin bir sekilde plazma membranindaki reseptore
yaklagarak, hiicre i¢i metabolitlerin hiicre disina akma-
sma neden oldugu ve bu olayin sonucunda da katil ak-
tivitenin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Bussey vd., 1990;
Polonelli vd., 1991). Hiicre duvan glukan bilesenlerinin
sentezi ile ilgili olan kre genlerinin, fonksiyonel toksin
reseptoriinii olugturmak lizere gorev yaptigi ve bu gen-
lerdeki mutasyonlar sonucunda toksine kargi direng
saglandig1 ortaya konmugtur (Bussey vd., 1990).

KRE1, KRES5 ve KRE6 lokuslarinda mutant tagi-
yan hiicrelerde, 3-1,6 glukan bilegenin icerigi azaldi-
gindan, K1 ve K2 toksinine karg1 tam bir diren¢ saglan-
madig1 gosterilmigtir. Toksine bagisik hiicrelerin sfe-
roplastlarinin K1 toksinine kargi direngli olmalarina
kargilik, hiicre duvarinda mutasyona sahip olan hiicrele-
rin sferoplastlarinin, toksine karsi duyarli oldugu tespit
edilmigtir. Aragtinicilar buna bagli olarak, membran

AL PRE

RR KRY

[ L1l o

KATIL TOKSIN

I T [1] B ]

KEX2

Sinyal
Peptidaz

-l
-

KEX?2

KEX 2

Il L B

DOGAL
SALGILANAN

i

KEX 1

TOKSIN [ B ]

5.7 103

53 10.2

KR KR

K2
KATIL TOKSIN] |

R

Sekil 3. K1 ve K2 Toksinlerinin Yapis: ve Olgunlagmas: (Bussey vd., 1990).



252

ozelliginin bagisiklik iizerine etkisi oldugunu bildirmis-
lerdir. 23 °C’da K1 toksinin letal dozu ile muamele edi-
len gelismekte olan maya hiicrelerin karakteristik ter-
minal morfolojisi gostermeden, olduk¢a hizl bir gekil-
de oldiigii tespit edilmigtir. Oliimden sonra diisiik mole-
kiil agirlikli sitoplazmik bilegenlerin plazma membra-
nindan digariya akmasindan dolayi hiicrelerin biiziildii-
gii gozlenmistir (Tipper ve Schmitt, 1991).

Yapilan ¢alismalar sonucunda, toksine kars1 bagi-
stklik ve toksin faaliyetinin ¢ alt initenin birbirine ben-
zer veya birbiri iizerine binmig bolgeleri tarafindan kod-

landig1 belirlenmigtir. Bagigiklig1 saglayan tam olgun’

bir protein heniiz tespit edilememis olmakla birlikte, K1
toksinine bagisikligin, K1 pre-protoksin tarafindan sag-
landig1 one siiriilmiistiir. Toksin onciiliinlin veya tiirev-
lerinin bagisiklik bileseni olarak i gordiigii diigtiniil-
mektedir. Bu molekiillerin (i) reseptorii maskeleyerek,
(ii) reseptoriin toksin ile kargilikla etkilesimini inhibe
ederek, (iii) reseptoriin yapisint veya yerini degistirerek
ya da (iv) reseptorii plazma membranindan cikararak ig
gordiikleri diigiiniilmektedir (Bussey vd., 1990, Tipper
ve Schmitt, 1991).

Toksinin hiicre duvarindaki reseptoriine baglanma-
sinin onun Ozgiilligiinii belirledigi, ancak toksinin plaz-
ma membraninda etkili olmast i¢in yeterli olmadig dii-
siiniilmektedir (Polonelli vd., 1991). Toksinin maya
hiicre duvanndaki 6zgiil reseptore baglandig: kabul edi-
lip, maya hiicre duvarinda kag¢ adet reseptor bulundugu
ve duyarli maya hiicresini Sldiirmek i¢gin kag tane tok-
sin molekiiliiniin gerekli oldugu hesaplanmigtir. Buna
gore, her maya hiicresinde reseptor sayisimn 3.000-
10.000.000 arasinda degi§ti§i bulunmugtur. Biiylime
sartlarinin bu sayi iizerine etkili oldugu rapor edilmistir.
Reseptorlerin hiicre duvarinda cok sayida oldugu ve
toksinin baglanmasi i¢in gerektigi, membranda yeralan
az sayidaki reseptoriin ise Oldiiriicii etkinin olusmasi
i¢in gerekli oldugu bildirilmigtir. Yapilan kinetik ¢alig-
malar ile de, tek bir toksin molekiiliiniin bile hiicre 6lii-
miine neden oldugu belirlenmigtir (single hit hypothe-
sis). Buna gore tek bir hiicreyi oldiirmek icin gereken
ortalama toksin miktari lethal unite (L.U.) olarak tanim-
lanmigtir. Hiicrenin fizyolojik durumunun, biiylime hi-
zinun toksinin etkili olmasinda énemli oldugu ve maksi-
mum duyarlihigin, islii ireme fazinda gozlendigi tespit
edilmistir (Polonelli vd., 1991).

K2 toksin aktivitesi ve K2 toksinine bagisiklig1
kodlayan M2 dsRNA bolgesinin dizi analizi yapilmstir.
M2 dsRNA niikleotid dizisinin K1 toksinin niikleotid
dizisinden farkl: oldugu ve bu farkliligin protein sevi-
yesinde de gecerli oldugu rapor edilmistir. Toksinlerin
fizyolojik olarak ve duvar reseptorii iizerindeki etkileri-
nin benzerligine ragmen, niikleotid dizileri ve protein
seviyesindeki farklilik olduk¢a sagirticidir. K1 toksini
ile yapilan calismalar sonucunda, o alt iinitenin 103
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amino asitten, § alt iinitenin ise 83 amino asitten olus-
tugu belirlenmistir (Sekil 3). Yapilan hesaplamalara go-
re, olgun toksinin 20.658 molekiiler agirliga sahip oldu-
gu, o. ve P alt birimlerinin 2 disiilfit bag ile birbirine
baglandig1 ve toksin pI’sinin 4.34 oldugu tespit edilmis-
tir (Bussey vd., 1990). K2 6nciiliiniin K1 6nciiliine ben-
zedigi, sadece alt tinitelerinin temel 1 ¢ift bolgede fark-
lilik sergiledigi belirlenmistir. K2 toksininin molekiiler
agirliginin 43.000 oldugu ve alt iinitelerin birbirine di-
siilfit bag ile bagh olmadig belirtilmistir (Bussey vd.,
1990). Yapiulan hibridizasyon deneylerinde, Kkatil
dsRNA tiirleri ile S. cerevisiae DNA genomu arasinda
da higbir homolojiye rastlanmamustir. (Tipper ve Bosta-
in, 1984).

K28 toksini ile diger katil maya toksinleri arasinda
farklihk gozlenmistir. Bu toksinin oldukga yiiksek pH
ve sicaklikta (23-25 °C) kararli, pI’simin ise 4.4 oldugu,
toksinin aktif formunun S-sefaroz gibi iyon degistirici
kolonlardan kararl yapida kolayca saflagtirilabilecegi
gosterilmistir (Schmitt ve Radler, 1987). Aktivite icin
optimum pH’ nin 5.0-5.8 oldugu bildirilmis ancak, K28
toksinin pH 3.5’te de aktif oldugu tespit edilmistir (Pfe-
iffer ve Radler, 1982). Toksin kararliliginin iyon bagla-
rinin katlanmasi ile saglandig bildirilmistir. Bu neden-
le toksin fonksiyonunun ve kararlilifinin saglanmasi
i¢in ortamda Ca*2 iyonlarina veya sitrat tamponuna ge-
rek oldugu ortaya konulmustur (Schmitt ve Radler,
1987). K28 toksinin proteinin Periodate-Schiff ayiraci
ile boyanmasi proteindeki karbonhidrat varligina isaret
etmektedir. Amino asit analizleri, herbir polipeptid i¢in
111 boélge gostermektedir. Buna gore, proteinin molekiil
agirh yaklasik 14 kDa olarak tespit edilmis, ancak K28
toksinin jel mobilitesine gore, 16 kDa’lik bir biiytikliige
sahip oldugu rapor edilmistir. K28 toksininin asit hidro-
lizinden elde edilen tek seker D-mannoz olarak bildiril-
mistir (Tipper ve Schmitt, 1991).

K28 toksin adsorbsiyonunun mannan bileseni ile
ilgili oldugu ve DNA sentezini inhibe ederek, etkisini
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Sekil 4. K1 ve K28 Katil Toksinlerin Etki Mekanizmasi (Tip-
per ve Schmitt, 1991),
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gosterdigi tespit edilmistir. M28 dsRNA tarafindan kod-
lanan toksin 6nciilii heniiz tanimlanamamustir. Toksinin
plasma membranindaki reseptoriine (R28) ulagsmak igin
hiicre duvarindaki «-1,3 mannan bilegenine baglanarak,
reseptorii ile iligki sagladifi ve daha sonra, niiklear
DNA sentezini inhibe ederek etkili oldugu rapor edil-
migtir (Sekil 4). Bu olayin ya dogrudan toksinin alinma-
s1 sonucu, ya da dolayl: olarak heniiz ag1§a ¢ikarilama-
mus bir sinyal iletim yolu ile gerceklesebilecegi diisii-
nillmektedir. M28 dsRNA tarafindan belirlenen bagisik-
lign, (i) toksin ile reseptor iliskisinin inhibisyonu, (ii)
reseptor modifikasyonu veya (iii) DNA sentezinin inhi-
bisyonundan sonraki basamaklarda gerceklesebilecegi
bildirilmistir (Tipper ve Schmitt, 1991). 23 °C’da K28
* toksinin letal dozu ile muamele edilen gelismekte olan
hiicrelerde 1-2 saat sonra ¢ok az olii hiicre gozienmis,
daha sonraki her 4 saatte bir biiyiime egrisinin tersi ora-
ninda hiicre sayisinin azaldigi ve hiicrelerde 6liimden
sonra biiziilme olmadif: tespit edilmigtir. Hiicrelerin,
hiicre dongiisiiniin S fazindaki tipik morfolojilerini (an-
ne hiicrede tek bir niikleus ve her hiicrede anne hiicre-
nin biiyiikliigiine yakin biiyiikliikte tomurcuk) koruduk-
lar1 bildirilmistir (Tipper ve Schmitt, 1991).

Toksik gen iiriinleri ile ilgili caligmalarda, S. cere-
visiae model mikroorganizma olarak karsimiza ¢ikmak-
tadir. Bunun nedeni S. cerevisiae’nin genetik ¢alisma-
larda kullanitan klasik bir mikroorganizma olmasi, katil
fenotipin ¢ok kolay belirlenmesi ve katil viriislerin ko-
nakg1 i¢inde korunmasidir (Bussey vd., 1990). Maya L-
A viriis sistemleri; RNA transkripsiyonu ve replikasyo-
nu, RNA paketlenmesi, virus yapisi, ribozomal ¢erceve
kaymasi, protein N-asetillenmesi, m-RNA’ da baz kesil-
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mesi, m-RNA poly (A) translasyonu, proteolitik proses
ve diger viriis-konakg¢1 ve viriis-viriis iligkilerinin ay-
dinlatilmasinda onem tagimaktadir. Fajlarla yapilan ilk
calismalarda, daha ¢ok konakglya ait prosese 11k tutu-
lurken, mayalardan elde edilen sonugclar, yiiksek Okar-
yotlarda genis bir uygulama alan1 bulmustur. Katil tok-
sinlerin olgunlagma mekanizmalari, salgilanmalar1, du-
yarl hiicrelere baglanmalan ve gosterdikleri aktiviteler,
hayvanlardaki nropeptid ve hormonlarin iiretim ve ak-
tivitelerine oldukca yakin benzerlikler gostermektedir
(Sekil 5) (Polonelli vd., 1991). Epidemiyolojik ¢aligma-
larda, katil toksinler standart faj tiplemesine ek olarak
mayalar icin 6zgiil isaretler olarak genis capta kullanil-
maktadir. Bu testlerde iiretim ve duyarlilik temel alin-
maktadir. Tiirler arasi ve tiir iginde giivenilir sonuglarin
elde edilmesi i¢in bu tarz biyotiplemenin, faj ve serotip-
leme ile birlikte g¢egitli kimyasallara kars: duyarlilik
testleriyle de desteklenmesi gerekmektedir. Katil tok-
sinlere kars1 duyarliik kullanilarak yapilan epidemiyo-
lojik tipleme ¢aligmalar, Candida, Aspergillus, Penicil-
lium, Actinomycetes, Nocardia, Staphylococcus, Myco-
bacterium, Escherichia coli, Neisseria tiirlerinde yapil-
migtir. S. cerevisiae’da iyi karakterize edilmis katil fe-
notip, molekiiler ve hiicre biyolojisi agisindan konakgi-
viris iligkileri, protein salgilanmasi, hiicre yiizeyi yapi-
lanmasi gibi giintimiizde hala tam olarak anlagilmanus
olan konularda 6nemli bilgiler saglamaktadir. Yeni mo-
lekiiler ve genetik metodlarin kullanilmasi ile katil sis-
temlerin, endiistriyel fermentasyonlarda kontaminas-
yon riskini azaltabilcek yeni suglarin olusturulmasinda
kullanilabilecegi bildirilmistir (Bussey vd., 1990). Ya-
pilan genetik analizler, katil M dsRNA’ larin ifade edil-

Sekil 5. M1 Pozitif ipligin Kodlanma, Paketlenme ve Replikasyon Bolgeleri (Wickner, 1996).
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mesi ve korunmasinda rol alan plazmid-plazmid ve
niikleus-sitoplazma iligkilerinin karmasikligini ortaya
koymugtur (Tipper ve Bostain, 1984). Mayalardaki pro-
tein salgilama mekanizmasi igin uygun bir model tegkil
eden pre-protoksinin olgunlagmasi, sitoplazmik memb-
ran fonksiyonlar1 ve membrani kat eden iyonik por olu-
sumu icin temel bir model olarak karsimiza ¢ikan tok-
sin ve bagigiklik belirleyicileri, mayalarda gen ifade
edilmesi ve bunlarin molekiiler biyolojilerinin anlagil-
masinda olduk¢a 6nem tagiyyan M dsRNA’ nin korun-
mast ile ilgili olan mak ve ski genleri ve bu genlerin
fonksiyonlarinin analizleri, katil sistemleri 6karyotik
mikroorganizmalar i¢in primer bir model olarak ortaya
koymaktadir (Tipper ve Bostain, 1984).

5. KATIL AKTIVITENIN BELIRLENMESI iLE iLGILI
YONTEMLER

Mayalarda katil aktivite ile ilgilenen aragtiricilar,
maya suglarimin katil aktivite yoniinden test edilmesin-
de, Methylene Blue igeren, tamponlanmis, zengin agar-
I1 besi ortamlar1 kullanmiglardir. Maya plak Sl¢iimii
(Yeast plate assay) olarak adlandirilan bu yontem ilk
kez 1986 yilinda Russel (1986) tarafindan tanimlanmisg-
tir. Russel (1986) calismasinda maya suglanini yeast
ekstrakt-pepton-glukoz (Y EPD) besi ortaminda gelistir-
mis, pepton-yeast ekstraki-glukoz-agar (PYG) temel
besi ortamim da petri kutularinda taban olarak kullan-
misur. Arastirmaci Methylene Blue igeren PYG besi or-
taminda duyarli susun yogunlugunu 104 hiicre/ml ola-
cak sekilde ayarladiktan sonra, PYG taban lizerine yay-
mustir. Bu plaklar iizerine test edilecek suslardan 0.01
ml damlatmug ve petrileri 21 °C’da 3 giin siire ile inkii-
be etmistir. Inkiibasyon periyodu sonunda, meydana ge-
len inhibisyon zonlarini incelemistir. Russel (1986) ka-
til toksin tarafindan Oldiiriilen duyarli maya hiicreleri-
nin tizerlerinde besi ortaminda bulunan Methylene Blue
boyasmin biriktigini ve bunun geffaf inhibisyon zonu
etrafinda mavi hiicrelerden olusan ve ¢iplak gozle ko-
laylikla farkedilen bir halka olugturdugunu bildirmistir.
Russel (1986) bu yontemi herhangi bir maya sugunun
katil toksin tiretip iiretmedigini test etmek i¢in kolay bir
Olclim yontemi olarak tanmimlamistir. Daha sonraki arag-
tiricilar bu yontemi degistirerek ¢alismalarinda kultan-
miglardir. Bu degigikliklerde farkli besi ortamlart kulla-
nilmis (Starmer vd., 1987), duyarli susun konsantrasyo-
nu degistirilmis (Heard ve Fleet, 1987; Pasqual vd.,
1990), duyarl: sus ile inokiile edilmig besi ortami lizeri-
ne giiphell sug yogun bir gekilde steril kiirdan ile gizgi
seklinde inokiile edilmis (Lehmann vd., 1987), test icin
hiicresiz kiiltiir filtratlar1 (0.2 um’lik filtreden gegiril-
mig) kullanilmig (Llorente vd., 1997), inkiibasyon si-
caklig1 ve siiresi degistirilmig (Rosini, 1983; Kitano vd.,
1984), pH’s1 4.2-4.8 arasinda degisen ve Methylene
Blue iceren test ortamlan kullanilmistir (Shimizu vd.,
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Sekil 6. Katil izolatlarin Duyarh Susa Karsi Olusturduklar:
Inhibisyon Zonlar (Karakas, 2000).

1985). Ayrica inhibisyon zonlarimin 6l¢iilmesine daya-
nan agar gukur teknigi de basar1 ile uygulanan bagka bir
yontem olarak goriilmektedir (Radler vd., 1985). Bu
testlerin tiimiinde en az iki giinliik bir inkiibasyon peri-
yodundan sonra olusan ve ¢iplak gozle kolaylikla sap-
tanabilen inhibisyon zonlar1 dikkate alinmustir (Sekil 6).

Arastiricifar canli ve 6lii maya hiicrelerini birbirin-
den ayirmak ve katil toksin aktivitesi ile ilgili ¢alisma-
larinda daha kisa siirede ve giivenilir sonuglar elde ede-
bilmek i¢in, floresas boyalar1 da kullanmuglardir. Acri-
dine orange ile floresanslarina bakarak 6lii ve canli ma-
ya hiicrelerini birbirinden ayirt etmeye yonelik ilk galis-
ma 1940 yilinda gergeklestirilmistir. Acridine orange
uygulamadan sonra, canli maya hiicrelerinin yesilden
sari-yesile dogru bir floresan, 6lii maya hiicrelerinin ise,
turuncu-kirmizt fluoresan 1gmma verdigini tespit edil-
migtir (Clark, 1981). Acridine orange protozoa, bakteri-
ler ve fungi i¢in onemli bir fluorokrom olarak kullanil-
maktadir. Acridine orange ile elde edilen sonuglar Janus
green B ve Methylene Blue gibi vital boyalarla ile edi-
len sonuglara da uygunluk gostermekle birlikte, yorum-
larda ve sonuglarda cesitli farkliliklar bulunmustur
(Clark, 1981). Paracoccidioides brasiliensis’in maya
formundaki canli hiicreleri Fluorescein diacetat, Eryth-
rosin B, Janus green ve Lactophenol Cotton Blue ile bo-
yandiktan sonra sayiimig ve bu sonuglar kati besi orta-
minda elde edilen koloni olusturan birim (kob) sonugla-
n ile kargilastirdmastir. Sonuglar arasimda 6nemli farkli-
liklar belirlenememistir (Sano vd., 1993). Arastirma so-
nuclari, katil toksinler tarafindan ¢ldiiriilen hiicrelerin
sitoplazma membranlarinin, bliyiimenin gecikme fazin-
dan sonra, baz: boyalart da igeren ¢ok sayidaki madde-
yc karst gecirgen hale geldigini ortaya koymustur
(Evans, 1996). Evans’a (1996) gore Vondrejs ve Palko-
va diigiik konsantrasyonlarda yiiksek derecede resoliis-
yona izin verdikleri i¢in, katil aktivitenin test edilme-
sinde floresan boyalarnt kullaniimiglardir. Bu aragtirici-
lar kendi gelistirdikleri Rhodamine B 6l¢iim yontemi
ile, sitoplazmik membran gegirgenlik tezine dayanarak,
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Katil Toksinden Etkinerek Olen Duyarl Maya
Hiicrelerinin Floresan Boya Ile Boyandiktan Sonraki
Goriintiisii (Karakas, 2000).

Sekil 7.

S. cerevisiae T158C susunun katil toksin aktivitesini
birkag¢ saat iginde dlgmiiglerdir (Evans, 1996). Karakas
(2000) Fluorescein boyasi kullanarak ve yontemde de-
gisiklikler yaparak eksi hamurdan izole edilen maya
suslariun katil toksinlerinden etkilenerek len duyarli
hiicreleri canli hiicrelerden ayirt edilebilmistir (Sekil 7).

Son yillarda floresan mikroskoplarda sagianan ba-
saril1 gelismeler sayesinde konu ile 1lgili caligmalarda
da bir¢ok kolaylik saglanmigtir. Maya hiicreleri lizerin-
de floresan maddelerle yapilan calismalarda, birgok
maya tlrii i¢in 6nemli olan otofloresansin kontrol edil-
mesinin 6ncelikli olarak dikkate alinmasi gerektigi vur-
gulanmaktadir. Maya hiicrelerinde sitoplazmanin zayif
mavi, graniillerin ise sar1 floresan yaydigi bilinmekte-
dir. Otofloresansin uygun filtreler kullanilarak veya ma-
yalarm kiiltiir gartlarinin ayarianmast ile bertaraf edile-
bilecegi bildirilmistir (Evans, 1996). Ozellikle maya si-
tolojisi ile ilgili ¢cahgmalarda Berberin sulfate, Aurop-
hospin, Coriphospin, Thioflarin S ve Natural red gibi
parlak floresan veren florokromlarin kullanildigt bilin-
mektedir. Bircok ¢alismada hiicresel seviyede cesitli
makromolekiillerin yerlesimini belirlemede fluorok-
rom-igaretlenmis antikorlarin kullanildig1 dikkat cek-
mektedir. indirekt immunofloresans yontemi iseretle-
mede daha yiiksek duyarlilik sagladigr icin bu konuda
en uygun yontem olarak bildirilmistir. Indirekt immu-
nofloresans yonteminde konjigant hazirlamak icin Flu-
orscein isothiocyanate ve Tetramethylrhodamine isothi-
ocyanate iyi etiketler olarak genig capta kullanilmakta-
dir. Katil aktiviteye sahip mayalarda gerek floresan
mikroskopi, gerekse indirekt immunofluoresans teknik-
leri kullanilarak toksinin etki mekanizmast, katil aktivi-
tenin molekiiler temeli, toksin reseptorii, toksinin ince
yapist belirlenmeye cahsumistir (Cailliez vd., 1993;
Gunge vd., 1982; Schmitt vd., 1989; Schmitt ve Radler,
1990; Cailliez vd., 1992). Murai vd. (1997) hiicre yiizey
mithendisligi ile yaptiklari nisasta kullanabilen maya
suglarinda, transforme hiicreleri immunofloresans ola-
rak igaretlemisler ve fiizyon proteinin yeregimini im-
munoelektronmikroskopiyle belirlemeye ¢alismislardir.

6. KATIL MAYALARIN ONEMi

Katil mayalar bira fermentasyonunda hem kesikli
hem de siirekli kiltiirlerde kontaminant olarak rapor
edilmistir. Bira fermentasyon ortamuinin katil maya ile
enfeksiyonu, fermentasyon i¢in kullanilan mayanin oli-
mii ile sonuglanmakta ve elde edilen iiriin istenilenden
olduke¢a farkli olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda sarap
yapiminda kullamlan suslarin birgogunun katil mayala-
ra karsi duyarli oldugu ve katil maya kontaminasyonun
fermentasyon ortamunda % 0.1’den daha az oldugunda
24 saat i¢inde sarap mayasinun timiiyle yok olmasina .
neden oldugu rapor edilmigtir (Jacobs ve Van Vuuren,
1991).

Ekmek mayasi endiistrisinde steril olmayan tip
acik fermentasyonlar kullanildig1 i¢in yabani mayalarin
kiiltiir ortamini kontamine etmesi kaginiimazdir. Ayrica
sistern daima geker limitasyonunda ¢alisti81 i¢in, yaba-
ni maya i¢in avantajh bir durum saglanmaktadir. Arzu
edilmeyen maya susglarinin ortanu kontamine etmesi
verimi diigiirmekte ve iiriin kalitesinin bozulmasina ne-
den olmaktadir. Bu sonucun fermentasyon endiistrisin-
de ¢ok 6nemli bir probleme neden oldugu bildirilmistir
(Lehmann vd., 1987, Portugal vd., 1994). Katil maya
suslari tirettikieri katil toksinler ile hassas maya suglari-
nt oldiirmektedir. Katil aktiviteye sahip maya suglarmin
starter sug olarak kullanimi yabani mayalarin kontami-
nasyonunu dnleme agisindan 6nem tagimaktadir. Katil
plazmid tasiyan maya suslarinin kiltiir ortamina girme-
si, katil toksine hassas olan starter susa zarar vererek
fermentasyon ve sonrasinda istenmeyen sonuglar do-
gurmaktadir. Boyle bir olayda katil susglar dogal maya
populasyonlarindaki rekabet avantajlari sayesinde katil
olmayan mayalar ile etkili bir yariga girebilmekte, anti-
kontaminant olarak gorev yapabilmektedirier (Bussey
vd., 1990). [k defa 1963 yilinda Bevan ve Mackower
tarafindan bira kontaminantlarindan izole edilen katil
maya suslari, salgiladiklar toksinle duyarli suglart 6l-
diiriirken, kendilerinin bu toksine direngli olmasi, kii-
ciik bir kontaminantin endiistriyel ¢apta bir fermentas-
yonu gasp edebilecegini gostermistir (Tipper ve
Schmitt, 1991). Giiniimiizde seleksiyon veya genetik
maniplilasyonlar kullanilarak, ayni tiiriin pek ¢ok alt tii-
rii se¢ilmis starter suglar olarak gorev yapmaktadir. Mo-
lekiiler biyoloji teknikleri ile katil aktiviteye sahip ma-
ya suslart gelistirilebilmektedir. S. cerevisiae K3, H.
mrakii CCY 38-7-1 ve H. saturanus var. subsufficiens
CCY-38-4-2’nin bu konuda iimit verici oldugu Michal-
cakova vd. (Michalcakova vd., 1993) tarafindan bildi-
rilmigtir. Gerek sarapeilikta gerekse ckmek mayasi lire-
timinde katil aktiviteye sahip ve/veya yabanci organiz-
malarin drettigi katil toksinlere karst bagisiklik kazan-
mug, kendi tirettigi toksin ile genig bir yelpazedeki diger
maya, bakteri ve funguslara kars1 etkili bir maya sugu-
nun starter kiiltiir olarak kullanimi yukarida deginilen
problemlerin ¢6ziimii igin iimit vaad etmektedir. Ayrica
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bu yolla fermentasyon endiistrisinde maaliyetin diistirii-
lebilecegi, starter kiiltiiriin bozulmas1 ya da kaybedil-
mesi riskinin ortadan kaldinlabilecegi ve daha da
Onemlisi patentin korunmasinin saglanabilecegi diisii-
niilmektedir.

Mayalarda katil suglarin aragtirilmasi ile ilgili yurt
disinda bir¢ok calisma yapilmasina ragmen, heniiz iil-
kemizde konu ile ilgili sinirl1 sayida ¢aligma bulunmak-
tadir. Mevcut olan ¢alisma sayisinin azlig1 gbz Oniine
aliarak; bu derlemede katil maya suglarinin 6zellikleri,
katil aktiviteden sorumlu olan dsRNA viriislerinin yapi-
st ve Kkatil aktivitenin molekiiler temelleri aciklanmaya
caligtlmustir. Bu baglamda, gelecek yillarda konu ile il-
gili yaptlacak yeni calismalara katkida bulunmak he-
deflenmistir.
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EK 1. Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Laboratuvarinda Bulunan maya Suslari,
Sus Ozeilikleri ve Saglandigi Kurumlar.

Maya Suslan Maya Susunun Ozelligi Maya Susunun Saglandigi Kurum
MAYA 1 Ticari olarak iiretimde kullanilan Pak-Gida Uretim ve Paz.A.S.
ekmek mayasi susu Pak-Biomer (Ar-Ge)
Izmit-KOCAELI
MAYA II Ticari olarak iiretimde kullanilan Pak-Gida Uretim ve
ekmek mayasi susu Paz. A.S. Pak-Biomer (Ar-Ge)
[zmit-KOCAELI
Debaryomyces hanseneii Katil sus Kumamoto Institute of Technology
TK-type V JAPONYA
Hansenula anomalan Katil sus Kumamoto Institute of Technology
NFRI-1702 JAPONYA
Industrial Technology Centre
Saccharomyces cerevisiae K1 K1 tip katil maya sugu of Okayama Prefecture
JAPONYA
Industrial Technology Centre
Saccharomyces cerevisiae K2 K2 tip katil maya susu of Okayama Prefecture
JAPONYA
Saccharomyces cerevisiae K7 K7 tip katil maya susu Universitat Des Saarlandes
ALMANYA
Saccharomyces cerevisiae 1385 K2 tip katil maya susu Universitat Des Saarlandes
ALMANYA
Saccharomyces cerevisiae 28 K28 tip katil maya susu Universitat Des Saarlandes
ALMANYA
Saccharomyces cerevisiae S6 Duyarly, katil olmayan Universitat Des Saarlandes
maya susu ALMANYA
Saccharomyces cerevisiae K1 tip katil maya susu Ankara Universitesi Ziraat
NCYC 232 Fakiiltesi Gida Miihendisligi
ANKARA
Ankara Universitesi
Saccharomyces cerevisiae K2 tip katil maya susu Ziraat Fakiiltesi
NCYC 738 Gida Miihendisligi
ANKARA
Ankara Universitesi
Saccharomyces cerevisiae Duyarli maya susu Ziraat Fakiiltesi
NCYC 1006 Gida Miihendisligi
ANKARA
Candida boidinii IGC 3430 Duyarli maya susu Gulbenkian Institute of Science
PORTEKIZ
Saccharomyces exiguus Duyarli maya susu Gulbenkian Institutc_a of Science
ICG 4612 PORTEKIZ
Klyveromyces lactis IGC 4358 Duyarli maya susu Gulbenkian Institute of Science
PORTEKIZ
Pichia anomala CYC 1027 Katil maya susu Gulbenkian Institute of Science
PORTEKIZ
Pichia membranaefaciens Katil maya susu Gulbenkian Institutcf, of Science
CYC 1106 PORTEKIZ
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Ek 2. Saccharomyces Cerevisiae Katil Suslari igin
Terimler (Tipper ve Bostain, 1984).

261

Ek 3. Saccharomyces Cerevisiae Katil Suslarinda
Bulunan dsRNA’lar (Tipper ve Bostain, 1984).

Fenotip Tanim
Katil Duyarli maya hiicrelerini 6ldiiren
! polipeptid toksini salgilayan sug

Bagisik Plazmid tarafindan homolog katil
toksine kargi direngli sug

Direncli Biiyiime gartlarina veya niiklear
genotipe bagh olarak cesitli katil
toksinlere karsi dayamkli sug

K1, K2 veya K3 1, 2 veya 3 katil fenotipine sahip sug

R- Bilinen katil toksinlere kargt bagigiklik
yok

R;* Ry Ryt K1, K2 veya K3 toksine karg1 bagisik

R¥ K1 toksine kars: zayif bagisik

K+ K1 toksin iiretimi; R-, R2+, R3+
suslari oldiirme 6zelligi

K,* K2 toksin iiretimi; R-, R2+, R3+
suglari 6ldiirme 6zelligi

K;*+ K3 toksin iiretimi; R-, R2+, R3+
suglar1 6ldiirme ozelligi

K;* Siiper katil; daha aktif veya kararh
K1 toksin iiretimi

K;*RyY) (K* Ry | Normal K1 ve K2 katil sug fenotipleri

K RY Dogal fenotip

K¢ R™M Suicidal fenotip

Uydu Replikasyon defektli plazmid

VLP Viriis benzeri partikiil

ScV-L1A Viriis benzeri partikiil iginde L1A-ds
RNA tagiyan S. cerevisiae viriisii

Fenotip Tanmm

M1 1.9 kb. dsRNA; K;* Ry* fenotipinin
belirleyicisi

M2 1.7 kb. dsRNA; K, R,* fenotipinin
belirleyicisi

M3 1.5 kb. dsRNA; K3+ R3* fenotipinin
belirleyicisi

S3 Internal delesyon ile M1 den tiiremis
0.73 kb.’lik dsRNA

LA M1 veya M2 dsRNA’ nin korunmasi
icin gerekli 4.7 kb.’lik dsRNA

L1A Dogal olarak izole edilmis K1 katil suglarda
bulunan 4.7 kb.’lik LA simfi dsRNA

L2A Dogal olarak izole edilmis K2 katil suglarda
bulunan 4.7 kb.’lik LA sinifi dsRNA

LB, LC, LBC|Daha ¢ok K1 ve K2 katil suglarda bulunan
4.7 kb.’lik dsRNA’lar

Ek 4. Katil Mayalar ile ilgili Web Sayfasi Adresleri

1.  http://www.biology.ucsd.edw/~msaier/trans
port/1_C_6.html

2. http://www.breworld.com/the_grist/trouble_sho-
oter/killer_yeast.html

3. http://scop.berkeley.edu/data/scop.1.002.010.000.html
4. http://www.bmm.icnet.uk
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