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OZET

KONVANSIYONEL VE ITS-PCR YONTEMLERIYLE TANISI YAPILAN
Yarrowia lipolytica STRAINLERININ DIGER MOLEKULER BiYOLOJIiK
YONTEMLERLE TANISININ KESINLESTIiRILMESI VE
EKSTRASELLULER ENZIMLERININ URETIMI, SAFLASTIRILMASI
VE KARAKTERIZASYONU

AKPINAR, Onur

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danigmani: Prof. Dr. Fiisun B. UCAR
Kasim 2013, 241 sayfa

Bu tez calismasinda, daha onceki ¢alismalarda gesitli yontemlerle tanisi
yapilan 22 Yarrowia lipolytica straininin tanisin1 kesinlestirmek igin ii¢ farkli
molekiiler biyolojik yontem kullanilmustir. ilk olarak, 1TS1-5.85-1TS2 bolgesi
PCR ile ¢ogaltilarak ve Haelll, Hinfl ve Rsal restriksiyon enzimleri ile kesilerek
farklt RFLP profilleri elde edilmistir. Benzer sekilde, 18S rDNA bolgesi PCR ile
cogaltilip Haelll, Rsal ve Taqgl restriksiyon enzimleri ile kesilerek farkli RFLP
profilleri elde edilmistir. Hem ITS1-5,8S—ITS2 hem de, 18S rDNA bdlgelerinin
RFLP analizi sonuglar1 22 Y. lipolytica strainlerinde birbirleri ile uyumlu oldugu
bulunmustur. Son olarak, 26S rDNA bolgesinin D1/D2 domaini PCR ile
cogaltilmis ve ¢ogaltilan bolgenin sekans analizi yaptirilmistir. Sonug olarak, ii¢
farkli molekiiler biyolojik yontemle biitiin Yarrowia lipolytica strainlerinin tanilar

kesinlestirilmistir.

Gergeklestirilen enzim taramalar1 sonucunda, denenen 22 Yarrowia
lipolytica riboniikleaz (RNaz) enzimi iiretirken, bu strainlerden sadece 6 tanesi
alkalin ekstraselliiler proteaz (AEP) enzimini {irettigi saptanmistir. Enzim tarama
sonuglarina gore, en yiiksek aktivite gosteren birer Yarrowia lipolytica straini
secilmis ve AEP ve RNaz enzimlerinin tretiminde bu iki Y. lipolytica straini

kullanilmistir.
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Y. lipolytica TEM YL 5 straininden GPP besiyerinde AEP enzimi iiretilmis
ve saflastirma islemlerine alinmistir. Gergeklestirilen saflastirma islemleri
sonucunda AEP enzimi, DEAE-seliilloz kromatografisi ile % 29,05 verimle 16,46
kat saflagtirillirken Sephadex G-75 kromatografisi ile % 57,76 verimle 4,56 kat
saflagtirilmistir. AEP enziminin karakterizasyon calismalari sonucunda, AEP
enziminin molekil agirhiginin 30,50 kDa; optimum sicaklik ve sicaklik
stabilitesinin 30°C; optimum pH ve pH stabilitesinin pH 10,50; N-Suc-Ala-Ala-
Pro-Phe-pNA peptidini hidrolizleyerek bir kemotripsin tip aktivite gosterdigi; en
iyi kazein ve siit tozunu hidrolizledigi; PMSF ile inhibe olarak bir serin proteaz
oldugu; aktivitesinin en fazla Mn*? iyonu ile arttigr; SDS ile aktivitesinin yarisini
kaybettigi bulunmustur. AEP enziminin LC-MS/MS analizi sonucunda
veritabanindaki Y. lipolytica alkalin ekstraselliiler proteaz enzimi oldugu

dogrulanmistir.

Y. lipolytica TEM YL 21 straininden GPP-sitrat besiyerinde RNaz enzimi
iiretilmis ve saflastirma islemlerine alinmistir. Gergeklestirilen saflastirma islemleri
sonucunda RNaz enzimi, DEAE-seliiloz kromatografisi ile % 37,90 verimle 62,58
kat saflastirilirken Sephadex G-75 kromatografisi ile % 66,10 verimle 27,23 kat
saflagtirllmigtir. RNaz enziminin karakterizasyon ¢alismalar1 sonucunda, RNaz
enziminin molekiil agirligimin 40,97 kDa; optimum sicaklik ve sicaklik
stabilitesinin  30°C; optimum pH ve pH stabilitesinin pH 5,0; poly(A)
ribohomoniikleotidini en fazla hidrolizleme kapasitesinde olmasindan dolay1
riboniikleazlarinin T2 ailesine mensup oldugu; sodyum azid ile inhibe oldugu;
aktivitesinin en fazla Mg*? iyonu ile arttigi bulunmustur. RNaz enziminin LC-
MS/MS analizi sonucunda veritabanindaki Y. lipolytica T2-benzeri riboniikleaz

enzimi oldugu dogrulanmaigtir.

Anahtar sozciikler: Yarrowia lipolytica, ITS-RFLP, 18S-RFLP, 26S rRNA
sekans analizi, alkalin ekstraselliiler proteaz, ekstraselliiler riboniikleaz, enzim

saflastirma, enzim karakterizasyon.
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ABSTRACT

CONFIRMATION OF THE IDENTIFICATION OF THE Yarrowia
lipolytica STRAINS IDENTIFIED WITH CONVENTIONAL AND ITS-PCR
METHODS BY USING OTHER MOLECULAR BIOLOGICAL
METHODS, AND THE PRODUCTION, PURIFICATION AND
CHARACTERIZATION OF EXTRACELLULAR ENZYMES

AKPINAR, Onur

PhD in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Fiisun B. UCAR
November 2013, 241 pages

In this thesis study, three different molecular biology methods were used to
confirm the identification of 22 Yarrowia lipolytica identified with conventional
and ITS-PCR Methods in previous studies. Firstly, RFLP profiles were obtained
by amplifying the 1TS1-5.8S-1TS2 region with PCR and then cutting them with
Haelll, Hinfl and Rsal restriction enzymes. Similarly, RFLP profiles were
obtained by amplifying the 18S rDNA region with PCR and then cutting them
with Haelll, Rsal and Tagl restriction enzymes. After the RFLP analyses, it was
determined that both the ITS1-5, 8S-ITS2 and the 18S rDNA regions in the 22 Y.
lipolytica strains were compatible with each other. Finally, the D1/D2 domain of
the 26S rDNA region was amplified with PCR and then the sequence analysis of
the amplified region was performed. As a result, identifications of all the
Yarrowia lipolytica strains were confirmed with the three different molecular

biological methods.

After the screening of the enzymes, it was determined that while all the Y.
lipolytica strains produced the ribonuclease (RNase) enzyme, only 6 of these
strains produced the alkaline extracellular protease (AEP) enzyme. According to
enzyme screening results, Y. lipolytica strains with the highest activity were
selected and then these two strains were used in the production of AEP and RNase

enzymes.
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The AEP enzyme was produced from the Y. lipolytica TEM YL 5 strain in
the GPP medium underwent the purification procedures. After the purification
procedures, the AEP enzyme was purified 16.46 fold through the DEAE-cellulose
chromatography with the 29.05% yield and 4.56 fold through the Sephadex G-75
chromatography with the 57.76% yield. After the characterization of the AEP
enzyme, it was determined that the molecular weight of the AEP enzyme was
30,50 kDa, that its optimum temperature and temperature stability were 30° C,
that its optimum pH and pH stability were pH 10.50, that it had chymotrypsin type
activity since it hydrolyzed the N-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA peptide, that it best
hydrolyzed casein and milk powder, that it was inhibited by the PMSF resulting in
a serine protease and that it achieved the maximum activity with the Mn*? ion and
lost half of its activity with SDS. After the LC-MS/MS analysis, of, it was
confirmed that the AEP enzyme was the one of the Y. lipolytica alkaline
extracellular protease enzymes in the database.

The RNase enzyme was produced from the Y. lipolytica TEM YL 21 strain
in the GPP medium underwent the purification procedures. After the purification
procedures, the RNase enzyme was purified 62.58 fold through the DEAE-
cellulose chromatography with the 37.90% vyield and 27.23 fold through the
Sephadex G-75 chromatography with the 66.10% yield. After the characterization
of the RNase enzyme, it was determined that the molecular weight of the RNase
enzyme was 40.97 kDa, that its optimum temperature and temperature stability
were 30° C, that its optimum pH and pH stability were pH 5.0, that it belonged to
the T2 family of the ribonucleases since it has the maximum capacity to hydrolyze
poly (A) ribohomoribonucleotide, that it was inhibited by the sodium azide and
that it achieved the maximum activity with the Mn*? ion. After the LC-MS/MS
analysis, of, it was confirmed that the RNase enzyme was the one of the Y.
lipolytica ribonuclease T2-like enzyme in the database.

Keywords: Yarrowia lipolytica, ITS-RFLP, 18S-RFLP, 26S rRNA
sequence analysis, alkaline extracellular protease, extracellular ribonuclease,

enzyme purification, enzyme characterization.
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1. GIRIS

Maya ve maya benzeri organizmalar funguslar icerisinde homojen ve ¢ok
bliyiik grup olusturmaktadir. Bugiine kadar tanimlanmis yaklasik 1500 tiir
bulunmaktadir (Verachtert and De Mot, 1990; Barnett et al., 2000; Boekhout et
al., 2003; Yalgin, 2007; Akpinar, 2008).

Mayalarin taksonomisi molekiiler biyolojik yontemlerin gelismesine bagh
olarak siirekli degismektedir. Maya taksonomisindeki degisimin en biiyiik nedeni
kromozom analizleri ve molekiiler biyolojik yontemlerin uygulanmasidir. Ayrica
maya ve maya taksonomisine ilginin artmasi da tiir sayisinin yiikselmesine neden
olmustur (Lieckfeldt et al., 1993; Jakobsen and Norvhus, 1996; Yal¢in, 2007;
Akpinar, 2008).

Mayalar ticari amaclar icin kullanilan mikroorganizmalarin en 6Snemli
grubudur. Bilindigi gibi en iyi fermantatif organizmalar olarak mayalarin en
yiiksek aktiviteleri alkol {iretimi olup; alkollii igeceklerin iiretiminde ticari olarak
kullanilmaktadir. Ayrica mayalar ekmek yapimi, oriantal besinlerin ve tursularin
iiretiminde, B12, B-karoten gibi vitaminlerin {iretiminde, besinlerin tekstiiriiniin ve
igeriginin diizenlenmesini saglayan fosfomannan gibi endiistriyel polisakkaritlerin
tiretiminde, gliserol ve polihidroksi alkollerin {iretilmesinde, protein agiginin
kapanmas1 i¢in tek hiicre proteini olarak iiretimde, lipidlerin {iiretiminde
kullanilmaktadir (Phaff et al., 1966; Deak, 1995; Jakobsen and Norvhus, 1996;
Hierro et al., 2004; Yalg¢in, 2007; Akpinar, 2008).

Mayalar giiniimiizde en kiymetli endiistriyel mikroorganizmalar olarak
kabul edilmektedir. Kullanim alanlar1 arasinda gida, kimya, ila¢ ve zirai alanlar
bulunmaktadir. Giinlimiizde molekiiler biyoloji teknikleri ve maya hiicreleri
kullanilarak elde edilen ticari iirlinler arasinda endiistriyel enzimleri, interferonlar
ve ¢esitli tibbi ilaglarin hammaddelerini saymak miimkiindiir. Bunlara ilave olarak
potansiyel uygulama alanlar1 da disiiniilecek olursa yakin bir gelecekde
kullaniminin daha da artacagini tahmin etmek zor olmayacaktir (Jakobsen and
Norvhus,1996; Yalgin, 2007). Bunlarin yani sira, 6karyotik hiicreler iginde en iyi

taninan ve laboratuar ortaminda manipulasyonu en kolay olan organizma grubuna



girdikleri i¢in en ideal konak¢1 olma ozelligi gostermektedirler. Benzer sekilde,
ticari agidan bakildiginda maya hiicreleri bakterilere nazaran daha avantajli
goriinmektedir. Zira maya hiicrelerinin iirettikleri proteinleri bulunduklar1 ortama
salgilama yetenekleri oldukg¢a yiiksek oldugundan; ticari a¢idan da onemli bir

avantaja sahiptirler (Hierro et al., 2004; Yal¢in, 2007; Akpinar, 2008).

Fermentasyon, besinlerin giivenli ve kalitesinin korunmasinda birkac
yiizyildir kullanilan oldukga etkili ve diisiik maliyetli bir yontemdir. Bu roliiniin
disinda, fermentasyon, besinsel kalitenin gelismesinde, aroma ve tat iiretiminin
zenginlestirilmesinde ve besin substratlarinin tekstiiriiniin modifiye edilmesinde
olduk¢a 6nem arz etmektedir. Biitiin bu durumlar mikroorganizmalar tarafindan
yonetilmektedir. Fermentasyon mikroorganizmalar1 arasindan mayalar, siiphesiz
onemli mikroorganizma grubudur. Besinlerin fermentasyon proseslerinde
kullanilan mayalar, orijinal materyalleri organoleptik, fiziksel ve besinsel olarak
modifiye etmekte ve bu yiizden yiizyillardir ekmek yapiminda ve alkollii
mesrubatlarin tiretiminde kullanilmaktadir (Romano et al., 2006). Maya endiistrisi
en bliylik fermentasyon endiistrilerinden biridir. Bugiinkii bilgilerimize gore
diinyada yilda ortalama 2 milyon ton ekmek mayasi liretilmekte ve yaklasik 2
milyar dolarlik bir ekonomik deger olusturmaktadir. Olusturulan bu ekonomik
degerin yaklasik %15-20 gibi oldukg¢a 6nemli sayilabilecek bir miktar: tilkemizde
gergeklestirilmektedir (Hierro et al., 2004; Yalgin, 2007; Akpinar, 2008).

Mayalar miikemmel bir protein kaynagidir ve kalite olarak soya proteinine
esdegerdir. Zengin lizin igeriginden dolay: lizin igerigi fakir tahillar1 destekleyici
rolii vardir. Mayalar hayvan yemlerinde de kullamlmaktadir. Ozellikle ABD’ de
bu amagla ¢alisan fermentasyon tesisleri bulunmaktadir. Bu tesislerde iiretilen
cesitli maya tiirleri (Torula gibi), iiretildikleri ortamlarla beraber ya da ayr1 olarak
kurutulmakta ve hayvan yemi olarak satilmaktadir (Hierro et al., 2004; Yalcin,

2007; Akpinar, 2008).

Mayalar ¢ok eski zamanlardan beri iyi bir B vitamini kaynagi olarak
taninmaktadir. B vitaminleri maya sayesinde kesfedilmis ve biotin, niasin,
pantotenik asit ve timin gibi bir¢ok B vitamini ilk olarak mayadan elde edilmis ve

taninmistir. Bu nedenle mayalar B vitamini eksiklikleri ve buna bagl



bozukluklarin giderilmesine de yardimc1 olmaktadir. Mayalardan elde edilen diger
onemli bir endiistriyel iirlin ise “yeast extract” olarak da bilinen maya oziitiidiir.
Diinya capinda yilda yaklasik 40.000 ton iiretilmektedir. Maya oOziitii agirlikli
olarak Mono Sodyum Glutamat (MSG) alternatifi olarak gidalarda dogal lezzet
verici madde olarak kullanilmaktadir. Ozellikle son yillarda MSG’a getirilen yasal
siirlamalardan ve tiiketici tarafindan tercih edilememesi egiliminden dolay1 yeast
extract’a olan talep siiratle artmistir. Bugiin hazir ¢orbadan ¢ikolataya, dondurma
yapimina kadar cesitli gida maddelerinde maya 6ziiti degisik oranlarda
kullanilmaktadir. Mayalardan elde edilen ve ticari degere sahip diger bir {iriin ise
invertaz enzimidir. Invertaz enzimi gida sanayinde ozellikle de sekerleme
endiistrisinde ortas1 yumusak seker ve cikolatalarin yapiminda kullanilmaktadir

(Verachtert and De Mot, 1990; Yalgin, 2007; Akpinar, 2008).

Mayalar, mandira iriinlerinden peynir iretiminde ve ayrica kefir gibi
fermente siitlerin tiretiminde de gerekli mikroorganizmalardir. Mayalar, dncelikle
iirlinlerde tek starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir ama bir¢ok iiriiniin tiretimi
hala spontan fermentasyon ile ger¢eklesmektedir. Mayalar bir¢ok durumda ikincil
starter  kiiltiirdiir ve aroma {retiminin zenginlestirilmesi veya diger
mikroorganizmalarin biiyiimesini kolaylagtirmak i¢in kullanilmaktadir (Romano

et al., 2006; Akpinar, 2008).

Mandira tirtinlerinin florasinda genellikle laktik asit bakterileri tarafindan
dominant oldugundan bazi1 6nemli literatiirler, peynir, kefir ve kimiz gibi fermente
siit Uretiminin olgunlasma sathasi sirasinda tat ve doku gelisiminde mayalarin
onemli role sahip olduklarindan bahsetmektedirler (Fleet, 1990; Deak 2007).
Mandira tiriinlerinin {iretiminde dominant olan onemli tiirler; Debaryomyces
hansenii, Yarrowia lipoliytica, Kluyveromyces marxianus ve Saccharomyces
cerevisiae’ dir ama Galactomyces geotrichum, Candida zeylanoides ve ¢esitli
Pichia tiirleri de ayrica 6nemli mikroorganizmalardir (Deak, 2007; Akpinar,

2008).

Mayalar bu kadar yararli faaliyetlerinin disinda gidalarda ve iceceklerde
bozulmaya neden olmaktadirlar. Bundan 30-40 yil Oncesine kadar maya

konusundaki yayinlarda, gida kaynakli mayalarin halk sagligi i¢in Onemli



olmadig, tiiketici i¢in tehlikesinin bulunmadigi, hatta fermente gidalarda (kefir,
kimiz ve bira gibi) yiiksek miktarlarda bulunmasinin gerektigi bildirilmistir (Betts
et al., 1999; Loureiro and Querol 1999; Hierro et al., 2004). Fakat 1980’den sonra
yapilan aragtirmalarda, gida kaynakli mayalarin halk sagligi ve glivenligi lizerinde
durulmaya baglanmistir. Daha sonra, bu konu cesitli literatiirlerde desteklenerek
mayalarin alerjik etkisinin bulundugu hatta S. cerevisiae’ nin bagirsak iltihabina
sebep oldugu belirlenmistir. (Fleet, 1990; Jakobsen and Narvhus, 1996; Yalgin,
2007; Akpinar, 2008).

Son yillarda gidalarda bozulmaya sebep olan mayalarin gida
teknolojisindeki Onemi artmis ve Onemli ekonomik kayiplardan sorumlu
tutulmuslardir. Gidalarda bulunan mayalarin gidalarda bozulmaya sebep
oldugundan 20. ylizyilin ilk yarisinda siklikla bahsedilmeye baslanmistir. Barnett
ve arkadaslart (1983) gidalarda 30 cinse ait 120’ ye yakin maya tiirliiniin
bulunabildigini belirtmistir. Pitt ve Hocking (1985), gidalarda bozulmaya sebep
olan mayalardan O6nemlilerini; Dekkera bruxellensis, Issatchenkia orientalis,
Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica, Kloeckera apiculata, Pichia
membranafaciens, Zygosaccharomyces bailii, Zygosaccharomyces bisporus,
Zygosaccharomyces rouxii, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces
cerevisiae, Candida utilis, Candida tropicalis, Candida zeylanoides ve Candida
holmii seklinde bildirmiglerdir. Mayalar1 yakin zamana kadar insan sagligi i¢in
onemli olmadigi kanisi mayalar iizerinde durulmasimi engellemis ve bu sebeple
meydana gelen iiriin kayiplarindan bahsedilmemistir. Mayalarin neden oldugu
ekonomik kayiplar c¢ok olmasina ragmen, ticari gizlilikden dolayr maya
bozulmalarindaki endiistriyel patlamalarin  ekonomisi ve sonuglart rapor
edilmemistir. Ancak son yillarda yapilan ¢aligmalarda ve bildirilen raporlarda
mayalarin gidalarda 6nemli bir bozulma etkeni oldugu belirtilmistir (Fleet, 1990;
Jakobsen and Narvhus, 1996; Tempel and Jakobsen, 1998; Betts et al., 1999;
Perez et al., 2001; Deak, 2006; Yalgin, 2007; Akpinar, 2008).

Yarrowia lipolytica, tasidigi bazi fizyolojik oOzelliklere bagli olarak
biyoteknolojik acidan Onemli mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir
(Kurtzman, 2000). Yarrowia lipolytica mayasi dimorfik, heterotallik, askomisetik

bir tlir olup yag asitleri ve alkanlarin igerildigi alifatik karbon kaynaklarini tek



olarak kullanabilen bir obligat aerobtur. Bu durum oksijen varliginda bile
respirasyondan ¢ok etanolik fermantasyonu tercih eden Saccharomyces
cerevisiae* a zit bir durumdur (Kerscher et al., 2002; Akpinar, 2008). Ayrica
proteaz ve lipaz aktivitesine sahip olmasi ve hidrokarbonlar1 kullanabilme
yetenegi, bu maya tiiriiniin izole edildigi kaynaklar agisindan da belirleyici
olmaktadir (Kurtzman, 2000; Fickers et al., 2004). Y. lipolytica ekstraselliiler
lipazlar1 (Pignede et al., 2000), alkalin proteaz (Ogrydziak, 1993) ve RNaz’ lar
salgilama yetenegine sahiptir (Cheng and Ogrydziak, 1986). Son yillarda bu
enzimler ticari dnemi artmig olup bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Kumar and
Takagi, 1999). Y. lipolytica proteolitik ve lipolitik aktivitelerinden dolayi siit ve
siit {irlinlerinin bozunmasindan sorumlu gosterilen en 6nemli maya tiirlerinden
biridir. Peynir ve diger siit iriinlerinin islenmesi gibi geleneksel gida
teknolojisinde belli roliinden ayr1 olarak bu maya, hayvan besinleri icin tek-hiicre
protein lretiminde ve rekombinant proteinlerin salgilanmasinda konukcu
organizma olarak da kullanilmaktadir. Y. lipolytica siirekli olarak bir¢ok heterolog
proteini ¢ok iyi salgilandigindan dolayi, diger maya tiirleri ile rekabet edecek
durumdadir (Ogrydziak, 1993). Tiim bunlarin yani sira Y. lipolytica, farkli karbon
kaynaklarindan (glukoz, etil alkol, gliserin, asetat, hidrokarbonlar veya farkli
hidrofobik substratlar vb.) yiiksek miktarlarda sitrik asit, izositrik asit, o-
ketoglutarik asit (a-KGA) ve piruvik asit gibi biyoteknolojik acidan Onemli
karboksilik asitleri iiretebildikleri (Fickers et al., 2004; Morgunov et al., 2006) ve
endiistriyel anlamda sitrik asit liretim proseslerinde kullanildiklart bilinmektedir

(Barth and Gaillardin, 1997; Kurtzman, 2000).

Enzimler ¢ok sayida kimyasal reaksiyonu yoneten biyokatalizorler olarak
bilinmektedir ve deterjan, gida, ilag sanayi, diagnostik ve kimya endiistrisinde
ticari olarak kullanilmaktadir. Tanimlanmis 3000°den fazla enzim, mezofilik
organizmalardan izole edilmistir (Kumar and Takagi, 1999). Bu enzimler, genel
olarak, dar bir pH, sicaklik ve iyonik etkide fonksiyon gostermektedir.
Dolayisiyla, yeni mikrobiyal kaynaklar igin arastirmalar siireklidir, fakat en

onemlisi de biyo-gesitliligi olusturmaktadir (Kumar and Takagi, 1999).

Enzimlerin uygulama alanlarmin her gecen giin artmasi enzimlerin daha

ekonomik, daha etkin tekniklerle tiretilmesini daha da 6nemli kilmistir. Potansiyel



enzim kaynaklar1 olarak da mikroorganizmalar ¢ok caziptir. Bu ¢ekiciligin sebebi,
cevresel etkiler ve genetik manipiilasyonlarla enzim  miktarlarinin
arttirilabilmesidir. Kuskusuz yiiksek enzim aktivitesi enzim izolasyonunu da
kolaylastiracaktir (Telefoncu, 1997). Endiistriyel uygulama alam1 bulmus
enzimlerin ¢ogu hidrolaz smifindadir ve biiyiik 6lglide mikrobiyal kaynaklidir
(Telefoncu, 1997). Hidrolazlar enzimlerin farkli ve biiyiik bir grubunu olusturur
ve 1500’ den fazla hidrolaz karakterize edilmistir. Hidrolazlar basit bir
substratdaki spesifik bir bagin kirilmasindan ¢esitli makromolekiillerdeki bir¢ok
bag arasinda degisen genis bir substrat molekiil grubunu hidrolizlemektedirler

(Telefoncu, 1997).

Proteazlar, peptid baglarinin yikimini katalizleyen enzimlerdir. Bu enzimler
icerisinden alkalin proteazlar, subtilizin ailesi (EC 3.4.21.14) icinde
smiflandirilmaktadir. Cesitli fiziksel yontemlerle Y. lipolytica alkalin estraselliiler
proteazinin (AEP) molekiiler agirligi 28-31 kDa arasinda oldugu bilinmektedir
(Davidow et al., 1987). Y. lipolytica mayasimini olgun AEP’ 1 tahmin edilen
protein sekans1 subtilisin ailesindeki diger serin proteazlarla homoloji
gostermektedir: Bacillus subtilis DY subtilisin ile %32, Thermoactinomyces
vulgaris thermitase ile %32, Okaryotik Tritirachium album proteinaz K’1 ile
%42,6 homoloji gostermektedir (Davidow et al., 1987). Alkalin proteazlar,
deterjan, dericilik, gida endiistrisi, glimiisiin geri kazanimi, medikal amag, gida
isleme ve atik geri kazanimi gibi kimya endiistrisinde potensiyeli olan stabil

enzimdir (Kumar and Takagi, 1999).

Y. lipolytica’ nin salgiladigi diger 6nemli bir enzim de riboniikleazdir.
Niikleazlar, insanlarinda i¢inde bulundugu biitiin organizmalarda niikleik asitlerin
(DNA, RNA) hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Riboniikleazlar (RNaz)
niikleotid residiilleri arasindaki fosforik diester baglarin1 parcalamasiyla
riboniikleik asidi (RNA) depolimerize ederler (Beintema and Zhao, 2003).
Riboniikleazlar (RNaz), molekiiler biyoloji, gida ve farmasotik endiistrisinde
yogun bir sekilde kullanimindan dolay: ticari oneme sahiptirler. Onemli bir
analitik arac1 olarak RNA’nin yapis1 ve fonksiyonu iizerine yapilan ¢aligmalarda
onemli bir gorev {istlenirler. Tek hiicre protein iiretiminde, biyokiitle i¢erisindeki

RNA’ larin wuzaklastirilmasinda kullanilmaktadir. RNaz’ lar, ayrica klinik



kullanimlar veya gida endiistrisi i¢in niikleotidlerin ticari olarak {iiretimde
kullanilmaktadir. Bazi RNaz’ lar toropatik ajan potansiyellerinden dolayi
kullanilmaktadir. Son zamanlarda, bir seri bilimsel ¢alismada; timér olusumunun
kontroliinde, tiimor hiicrelerinin etkisiz hale getirilmesinde ve HIV-1 viriis
replikasyonunun inhibisyonunda RNaz’larin 6nemli biyolojik fonksiyonlara sahip
oldugu gosterilmistir (Xiong et al., 2003). Ticari olarak endiistride kullanilan
RNase A, sigir pankreasindan izole edilmistir ve bir¢cok arastirmada RNA’y1

uzaklastirmak icin siklikla kullanilmaktadir (Skvortsova et al., 2002).

Yukarida belirtildigi gibi, farkli endiistrilerde 6nemli yeri olan mayalarin
dogru identifikasyonu olmazsa olmaz bir olgu haline gelmistir. Ozellikle son
yillarda molekiiler biyolojinin  hizli  gelismesiyle mikroorganizmalarin
identifikasyonu i¢in yeni teknikler ortaya ¢ikmustir. Bu teknikler elektroforetik
karyotiplendirme, mitokondrial DNA restriksiyon analizi, ribozomal DNA
restriksiyon analizleri, DNA fingerprint, RAPD analizleri ve 5,8S rRNA genlerini
(rDNA) ifade eden ITS dizilerinin restriksiyon analizleridir (Rohm and Lechner,
1990; Van der Vassen et al., 1996 ; Baleiras-Couto et al., 1996b; Deak et al.,
2000; Perez et al., 2001; Yalgin, 2007). Mikroorganizmalarin identifikasyonunda
kullanilan molekiiler teknikler morfolojik ve fizyolojik karakteristiklere dayanan
konvansiyonel tekniklere gore daha duyarli ve spesifik oldugundan mayalarin
tanis1 kisa siirede giivenilir bir sekilde gergeklestirilecektir. Gelisen teknolojiye
bagli olarak endiistriyel oneme sahip oldugu bilinen proteolitik ve riboniikleolitik
mikroorganizmalara ilave olarak potansiyel alkalin proteaz ve riboniikleaz
ireticisi yeni mikrobiyal kaynaklara ihtiya¢ giderek artmakadir. Belirtilen
nedenlerle bu kaynaklarin taranmasi da olduk¢a 6nem kazanmistir (Kumar and

Takagi, 1999).

Yukarida bahsedilen onemlerinden dolayi, bu c¢alismada, daha onceki
caligmalarda farkli kaynaklardan izole edilmis ve hem konvensiyonel hem de ITS-
PCR ile tanisi yapilmis Y. lipolytica strainlerinin 1TS1-5,8S rDNA-ITS2 bolgesi
ile 18S rDNA bolgesinin PCR-RFLP analizi ve 26S rDNA’ nin D1/D2 domainleri
sekans analizi ile identifikasyonunun kesinlestilmesi, endiistriyel agidan onemli
olan ekstraselliiler alkalin proteaz ve ekstraselliiler riboniikleaz enzimlerinin

tiretimi, saflastirilmasi ve karakterizasyonu amaglanmastir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Maya Taksonomisi

Fermentasyondan sorumlu olan bu organizmalar, 19. yiizyilin basina kadar
yasayan canlilar olarak fark edilememistir (Acheampong, 2000; Yal¢in, 2007;
Akpinar, 2008).

Saccharomyces cerevisia’nin ilk bilimsel tanilanmasindan beri, maya
taksonomisindeki gelismeler, isimlendirmede tartismalara neden olmus ve siirekli

degismistir (Barnett, 2004; Akpinar, 2008).

1836 ve 1838 yillar1 arasinda, Charles Cagniard-Latour, Friedrich Kiitzing
ve Theodor Schwann mayalarin yasayan organizma gruplarindan bir tanesi
oldugunu gdstermisler ve Schwann bu grup organizmalarin funguslar igerinde yer
aldigin1 belirtmistir. 1838’de Julius Meyen, S. cerevisiae, S. pomorum ve S.
vini’yi igeren Saccharomyces genusunu bulmustur (Barnett, 2004; Corbaci, 2008;
Akpinar, 2008).

Emil Christian Hansen 1880’li yillarin baginda saf maya kiiltiirlerinin elde
edilmesini saglayan teknikler gelistirmis ve bu sayede maya taksonomisinde
pratiklik artmistir. Ayni arastirict 19. yiizyilin sonlarina dogru 200 tiir hakkinda
yayin yapmis ve tanilamasini yaptig1 90 tiir halen giinlimiizde bilinmektedir. 1893
ve 1911 yillar arasinda askospor olusturan bir¢cok yeni maya genusu tanilanmistir.
1893’de Paul Lindner, tomurcuklanma ile degilde fizyon ile c¢ogalan
Schizosaccharomyces pombe’yi taniladigini rapor etmistir (Barnett, 2004;
Corbaci, 2008; Akpinar, 2008).

1904’de Hansen, Saccharomycetes’lerin sistematigi ile ilgili bir yaym
yapmis ve bu yayin mayalarin siniflandirilmasinda 6nemli bir basamak

olusturmustur (Barnett, 2004; Corbaci, 2008; Akpinar, 2008).

1928°de Guilliermond, 22 genusu kapsayan ve mayalarin identifikasyonu

icin ayirict bir anahtar olusturmustur. Arastirict identifikasyon icin, vejetatif



hiicrelerin goriiniimii, askosporlarin varlig1 veya yoklugu, eger varsa sayisi ve
sekli ve ayrica mayalarin bazi sekerleri fermente etme kapasitelerini dikkate
almistir (Barnett, 2004; Akpinar, 2008).

1931°de, Stelling-Dekker tarafindan ilk siiflandirma ¢alismasi yapilmis ve
yayinlanmistir (Barnett, 2004; Corbaci, 2008; Akpinar, 2008).

1942°de, Diddens’in yardimi ile Lodder doktora tezinde bazi
anaskosporogenik mayalarin  sistematigi lizerine ¢alismalar yapmis ve
calismasinda kullandigi mayalarin ¢ogunun sekerleri fermente edememesinden
dolayr okzonografik metodu kullanarak mayalarin karbon kaynaklarini aerobik
olarak asimile etme kapasitelerini de test etmistir (Barnett, 2004; Corbaci, 2008;
Akpinar, 2008).

1951°de Lynferd Wickerham, mayalarin ekoloji ve taksonomisini yetersiz
bularak bu kategorilerle ilgili calismalar yapmis ve asimilasyon ve/veya
fermentasyon i¢in test edilen karbon kaynaklarmin sayisint 30°a g¢ikarmigtir

(Barnett, 2004; Corbaci, 2008; Akpinar, 2008).

1952°de, Lodder ve Kreger-van Rij en gelismis maya siniflandirmasini bir
kitap altinda toplamislardir (The Yeasts: Taxonomic Study). Bu simiflandirmay1
yaparken de onceki ¢alismalarda kullanilan benzer teknikleri kullanmiglardir ve
180 tiirti 3 familya altinda toplamislardir; askosporogenik olan Endomycetaceae,
asporogenik (fungi imperfecti) olan Cryptococcaceae ve basidiomisetik yada
fungi imperfecti olan Sporobolomycetaceaec (Barnett, 2003; Corbaci, 2008;
Akpinar, 2008).

1970’de Lodder, The Yeasts: a Taxonomic Study’nin ikinci baskisini
yayimlamistir. Bu baski i¢in 4300 strain ¢alisilmis ve bu strainler 39 genus ve 349
tir altinda smiflandirilmistir. Lodder, Wickerham ve belki birka¢ arastiricidan
daha etkilenerek karbon kaynaklarmin asimilasyon testlerini 30 ila 40 sekere
cikarmis ve 5 ila 13 arasinda da seker fermentasyonu testi kullanmistir. Bu kitapta

toplanan genuslar, Ascomycetes, Ustilaginales, Sporobolomycetaceae ve diger
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anaskosporogenik mayalar seklinde 4 grup altinda smiflandirilmigtir (Barnett,

2004; Corbact, 2008; Akpinar, 2008).

1979 yilinda Alexopoulos ve Mims, mayalar1 askomisetik, basidiomisetik
ve deuteromisetik mayalar adi altinda li¢ grupta incelemislerdir. Askomisetik
mayalari, Ascomycetes sinifi, Hemiascomycetidae alt sinifi, Endomycetales
ordosu ve Saccharomycetaceae familyas: altinda, basidiomisetik mayalar1 ise
Ustilaginales ordosu ve Ustilaginaceae familyas1 altinda incelemislerdir

(Alexopoulos et al., 1996; Corbaci, 2008; Akpinar, 2008).

1984 yilinda Kreger-van Rij, 1998 yilinda Kurtzman, Fell ve diger 36
aragtirmaci tarafindan The Yeasts: Taxonomic Study kitabinin tiglincii ve

dordiincii baskist yapilmis ama birkag¢ kiiclik ayrinti disinda ilk iki baski temel
alinmistir (Barnett, 2004; Akpinar, 2008).

Alexopoulos et al. (1996), molekiiler biyolojik yontemlerin gelismesine
bagl olarak yaptiklari sistemaktikte bazi degisiklikler yapmiglardir. Askomisetik
mayalar tekrar Saccharomycetales ordosu ve Saccharomycetaceaec familyasi
altinda incelenmekle beraber, bazi genuslar ayn1 ordo altinda farkli familyalara
sokulmustur. Daha 6nce yapilan sistematikte Saccharomycetales ordosunda yer

almayan bazi1 mayalar bu ordo icerisine alinmistir (Akpinar, 2008).

Barnett et al. (2000), Askomisetik mayalari, Archiascomycetes,
Saccharomycetes ve Hemiascomycetes siniflari altinda toplarken Basidiomisetik
mayalar1t Hymenomycetes, Urediniomycetes ve Ustilaginomycetes siniflart altinda

toplamistir.
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Cizelge 2.1 Mayalar iizerinde taksonomik monografinda tanimlanan tiirlerin ve genus

sayilar1 (Deak, 2007; Akpinar, 2008; Kurtzman et al., 2011).

Referans Takson Tiirler Genus
Lodder ve Kreger-van Rij (1952) 164 26
Lodder (1970) 349 39
Barnett ve ark., (1983) 469 63
Kreger-van Rij (1984) 500 60
Barnett ve ark., (1990) 597 83
Kurtzman ve Fell (1998) 692 96
Barnett ve ark., (2000) 678 93
Kurtzman ve ark., (2011) ~1500 ~141

2.2 Mayalarin Mikrobiyal Ekolojisi

Sicaklik, su aktivitesi, pH, mevcut O, besin maddelerinin bulunmasi,
inhibitorlerin  varligt gibi birgok cevresel faktdor mayalarin biiylimesini
etkilemektedir. Mayalarin optimum biiyiime sicakligt 24-48°C arasinda
oldugundan dolay1 biiyiik cogunlugu (%98) mezofil olarak dikkate alinmaktadir.
Cevresel faktorler mayalarin biiylime sicakligini etkilemektedir. Soliite
konsantrasyonunda bir artis veya su aktivitesinde bir diisiis organizmanin
optimum biiyliime sicakliginda 2—6 °C kadar artisa neden olmaktadir (Deak, 2006;
Yalgin, 2007; Akpinar, 2008).

Mikroorganizmanin metabolik aktivitesi igin suyun bulunmast (Ay)
gidalardaki mikroorganizmalarin biliylimesini etkileyen en 6nemli faktorlerden
biridir. Su aktivitesi ¢ozelti konsantrasyonuna gore degismektedir. Tuz ve seker
toleransi ile siikroz ve glukoz toleransi arasinda farkliliklar vardir. Mayalarin
bliylik ¢ogunlugu aynmi su aktivitesinde tuza gore sekerin daha yiiksek
konsantrasyonlarina tolerans gosterebilmektedir. Gidalarda bozulmaya neden olan
mayalarin bliyiilk cogunlugu minumum 0,90-0,95 arasindaki su aktivitesinde
biiyiiyebilmektedirler. Az sayida osmotolerant maya genuslarina dahil tiirler

oldukca  diisiik bir su aktivitesinde  biiyiiyebilmektedir.  Ornegin,
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Zygsaccharomyces rouxii 0,62 gibi diisiik su aktivitesine sahip yiiksek sekerli
gidalarda biiyiiyebilen osmotolerant bir mayadir (Deak, 2006; Yalgin, 2007;
Akpinar, 2008).

Gidalarin mikrobiyal ekolojisinde 6nemli bir diger faktor pH’dir. Mayalarin
cogu 3-10 arasindaki pH degerlerini tolere edebilir ve optimum pH araliklar
4,5’dan 6,5’a kadar degisebilmektedir. pH’a tolerans asitin tiirline baglidir.
Genellikle organik asitler inorganik asitlerden daha inhibitor etkiye sahiptir.
Propiyonik asit sitrik ya da laktik asite kiyaslandiginda, propiyonik asit asetik
asitten bile daha fazla inhibitor etkiye sahiptir. Ornegin Pichia
membranafaciens’in  biiyiiyebildigi minumum pH degeri asetik asit
kullanildiginda 3; tartarik asit ve sitrik asit kullanildiginda 2,2 ve HCl i¢in 1,9°dur
(Deak, 2006; Akpinar, 2008).

Mayanin canliligini siirdiirebilmesi ve biiyiiyebilmesi i¢in hiicrenin plazma
membranma kars1 bir proton gradienti olusturarak intraseliiler pH’1 6,5 civarinda
tutmas1 gerekmektedir. Asit tolerant tiirler diisiik pH’l1 ¢cevrelerde protonlar: hiicre
disina aktif olarak pompalayan aktif transport sistemine sahiptir. Etanol
konsantrasyonu membran gegirgenligini etkiler ve bu nedenle maya hiicrelerinin
hiicre i¢i pH’larmi da etkilemektedir. Saccharomyces tiirleri etanole kars1 birgok
mayadan daha rezistanstir (Deak, 2006; Yal¢in, 2007; Akpinar, 2008).

2.3 Mayalarin Tanllanmasinda Kullanilan Yontemler

Gidalarda bozulmaya neden olan mayalarin 6nemi her gegen giin
artmaktadir (Beuchat, 1987; Deak, 1991; Fleet, 1992; Boekhout et al., 2003).
Maya izolatlarmin dogru identifikasyonu i¢in bir gida iiriinii ile iliskili mayalarin
birka¢ analizi 6nemlidir. Teknolojinin izin verdigi, tiirlerin identifikasyonu, gida
sistemindeki bozulmaya neden olan mayalarin fizyolojik 6zellikleri ile ekolojik
katkisinin degerine baglidir. Gidalarda bulunan mayalarin identifikasyonu, proses
teknolojisinin gelistirilmesi ve iirlin kalitesinin degerlendirilmesi i¢in ses getiren
bir ekolojik temele dayanmaktadir. Bu yiizden, gida laboratuarlar1 maya

izolatlarin1 hizli bir sekilde identifiye etme kapasitesindedir. Bunun sonucu
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olarak, proses kontrolii ile kalite glivenliginin rutin kismmi dogru sekilde

saglamaktadir (Deak, 1995; Akpinar, 2008).

Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal karakterlere (fenotipik karakterlerin
arastirtlmasi) dayanan geleneksel yoOntemler mayalar1 identifiye etmekte
kullanilmaktadir ve ¢alisiimast uzmanlik istemektedir. Bu yontemler kompleks,
pahali ve zaman alicidir. Mayalarin identifikasyonunu kolaylastirmak i¢in ¢esitli
yaklasimlar denenmistir. Minyatiirize ve basitlestirilmis bu yontemler ticari olarak
elde edilen manuel Kitler, otomatik sistemler ve geleneksel olmayan tekniklerden
olusmaktadir. Molekiiler yontemlere giris identifikasyon yontemlerini radikal
olarak degistirmistir ve tilirlerin tanilanmasi i¢in ses getiren temel saglamigtir

(Fernandez et al., 1999; Akpinar, 2008).

2.3.1 Konvansiyonel yontemlerle mayalarin tanilanmasi

50 y1ili agkin siiredir mayalar; morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik ve iireme
karakteristikleri gdz Oniline alinarak siniflandirilmistir. Bu o6zelliklerine bagli
olarak mikroskobik, kiiltiirel ve biyokimyasal testler gelistirilmistir (Montrocher
et al., 1998; Loureiro and Querol, 1999; Hierro et al., 2004; Yal¢in, 2007;
Akpinar, 2008).

Askomisetik, Basidiomisetik ve imperfect mayalarin morfolojik 6zellikleri,
tanilamanin ilk basamaginda mikroskobik testlerle belirlenir. Hiicre sekli, ger¢ek
ve/veya pseudohif olusturup olusturmamasi, eseysiz gogalmanin tomurcuklanma
m1 yoksa fisyonla m1 gerceklestigi, DBB testi, sporlarin yapisi, ylizey 6zellikleri,
sayist ve sekli mikroskobik karakteristikler arasinda incelenmektedir (Cosentino

et al., 2001; Vaughan-Martini, 2003; Yalgin, 2007; Akpinar, 2008).

Deak ve Beuchat (1996) tarafindan mayalarin karakterizasyonunda
kullanilan geleneksel kriterler Cizelge 2.2’ de dzetlenmistir. Sporlarin varlig ve
yoklugu ile sekilleri, konjugasyon tipi ve tomurcuklanma, boyut ve hiicrenin sekli,
hif ve/veya pseudohifin olusumu, besiyerindeki koloni morfolojisi, karbon
kaynaklarmin fermantasyonu, karbon ve azot kaynaklari lizerinde biiyiiyebilme,
vitamin gereksinimlerinin belirlenmesi, ¢esitli sicakliklar ile yiiksek seker ve tuz

konsantrasyonlarinda biiyliyebilme, iire hidrolizi ve antibiyotiklere direnglilik,
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bugiin kullanilan tipik identifikasyon prosediirlerindeki en genel testlerdendir
(Loureiro and Querol, 1999; Acheampong, 2000; Barnett et al., 1983, 2000;
Cosentino et al., 2001; Kurtzman and Robnett, 2003; Akpinar, 2008).

Cizelge 2.2 Maya Karakterizasyonunda Kullanilan Geleneksel Kriterler (Deak and
Beuchat, 1996; Akpinar, 2008)

Morfolojik Fizyolojik Biyokimyasal
Testler Testler Testler

Eseyli tireme
Konjugasyon tipi Sekerlerin
DBB Reaksiyonu
Sporangiosporlarin sekli Fermentasyonu

Basidiosporlarin olusumu

Eseysiz lireme
Tomurcuklanma
Fisyon Karbon kaynaklarmin | Ureaz reaksiyonu
Arthroconidia Asimilasyonu

Ballistoconidia

Mikroskobik biiylime
Hiicrelerin sekli ve boyu
Gergek hif veya Azot kaynaklarinin Coenzim Q tipi
pseudohif Asimilasyonu

Klamidosporlar

Mikroskobik biiyiime o o _
Vitamin gereksinimleri DNA baz
Besiyerindeki koloniler _
Nisasta olusumu kompozisyonu
Stv1 kiiltiirler
Biiytime sicaklig1
Asetik asit tiretimi DNA dizi
Sikloheksimide Homolojisi

direnglilik
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Genel olarak tanilamada pek dnemi olmayan kiiltiirel testler icerisindeki en
degerli parametreler, kolonilerin {rettigi pigmentler (sari, kirmizi, pembe,
turuncu, kahverengi gibi) ile koloninin tekstiiriidiir (diiz, mukoid, gibi) (Deak and
Beuchat, 1996; Akpinar, 2008).

Geleneksel tanilamada kullanilan tekniklerin son grubunu biyokimyasal
testler olusturmaktadir. Mikroskobik karekterizasyonu takiben yapilan bu testler,
taksonomistler tarafindan mikroskobik gozlemlerle birlikte kullanilmaktadir
(Verachtert and De Mot, 1990). Kurtzman ve arkadaslar1 bu grup icerisindeki en
onemli testlerin, sekerlerin fermantasyonu ile karbon ve azot kaynaklarinin
asimilasyonu oldugunu belirtmislerdir. Bu aragtirmacilara gore Cizelge 2.3” de
gosterilen bilesiklerden, D-Glukoz, Galaktoz, Maltoz, Me-a-D-Glukozid,
Sellobiyoz, Melibioz, Siikroz, Melezitoz, Rafinoz ve D-Ksiloz, hem asimilasyon
hem de fermentasyon testlerinde kullanilan karbon kaynaklaridir (Kurtzman,
1990; Verachtert and De Mot, 1990; Wolf, 1996; Barnett et al., 1983, 2000;
Boekhout et al., 2003; Yal¢in, 2007; Akpinar, 2008).

Fenotipik olarak tiir seviyesinde giivenilir bir maya tanist yapabilmek i¢in
genellikle 60 ila 100 testin yapilmasi gerekli olup, nihai sonucun elde edilmesi en
azindan 3-4 hafta siirmektedir. Bu tanilama semasi rutin bir sekilde gida
endiistrisinde kullanilamadig1 i¢in mayalarin baz1 testlere vermis olduklari
yanitlara dayanan gesitli basitlestirilmis tanilama yontemleri gelistirilmistir. Fakat
bunlarda maya tanilanmasindaki klasik yontemlerle ayni yaklagim {izerine kurulu
oldugundan, bilgisayarlarla otomatize edilmis olsa dahi zaman kaybina sebep olup
siklikla yanlis ya da belirsiz tanilamaya neden olmaktadir. Bu zorluklarin
istesinden gelebilmek i¢in daha hizli alternatif tanilama yoOntemleri
gelistirilmistir. Bu yontemler maya hiicrelerinin toplam proteinlerinin veya uzun
zincirli yag asitlerinin analizi yahut izoenzim profilini temel almaktadir. Ayrica
molekiiler biyolojideki son yaklasimlar maya tanilamasi1 ve karakterizasyonunda
yeni tekniklerin gelismesine olanak saglamistir (Loureiro and Querol, 1999;

Senses-Ergul et al., 2006; Yalgin, 2007; Akpinar, 2008; Akpinar et al., 2011).
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Cizelge 2.3 Maya identifikasyonu i¢in asimilasyon ve fermentasyon testlerinde kullanilan

bilesikler (Barnett, 2000; Akpinar, 2008).

Bilesik Grubu Bilesik Ad1
Heksozlar D-glikoz, D-galaktoz, L-ramnoz, L-sorboz
Pentozlar D-ksiloz, D-riboz, L-arabinoz, D-arabinoz

) ) siikroz, maltoz, sellobiyoz, trehaloz, laktoz,
Disakkaritler

melibiyoz
Trisakkaritler rafinoz, melezitoz
Polisakkaritler Coziniir nisasta, inulin
Glukozidler a-Me-D-glukozid, arbutin, salisin

Siiksinat, sitrat, DL-lactat, D-glukonat, D-
Organik asitler glukuronat, D-galakturonat, 2-keto-D-glukonat,5-
keto-D-glukonat

eritritol,  ribitol(adonitol), D-mannitol, myo-

Inositol,metanol, etanol, gliserol, propan 1,2diol,

Alkoller ) . .
butan 2,3 diol, galaktitol(dulcitol),  D-
glusitol(sorbitol), ksilitol
Glukano-6-lakton, D-glukozamin-HCI, N-asetil D-
Diger bilesikler

glukozamin, dekan, hegzadekan

2.3.2 Molekiiler biyolojik yontemlerle mayalarin tanilanmasi

Molekiiler biyolojideki son gelismeler, mayalarin taramasi, identifikasyonu
ve mikroorganizmalarinin tiplendirilmesi i¢in yeni tekniklerin gelismesine yol
acmustir. Fenotipik 6zelliklerle kiyaslandiginda, niikleik asit sekansinda gézlenen
genotip, biiyiime esnasinda c¢evresel etkilerle degismediginden dolay1r daha
stabildir. Bununla birlikte, DNA molekiilleri, cok yakin tiirler ve hatta ayni tiire
ait strainler arasinda sekans rekombinasyonlariyla ve mutasyonlartyla
farklilagabilmektedir. Giivenilir sekilde, DNA ve RNA sekansindaki farkliliklarin
temeli ile karakterize edilebilirler. Ayrica, evolusyoner siire¢ esnasinda, genetik

materyaldeki degisiklikler farkli bir taksonomik seviyede organizmalarin
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ayirimina izin vermekte ve bu organizmalarin filogenetik iliskilerini kavramamizi

saglamaktadir (Deak, 2007; Akpinar, 2008).

Gegen yillar esnasinda, molekiiler teknikler arastirmalarin en 6nemli kismini
olusturmaktadir ve mikrobiyolojinin biitiin alanlarinda ve 0&zelliklede gida
mikrobiyolojisinde ¢ok 6nemli yararlar saglamaktadir. Bu nedenle organizmalarin
karakterizasyonu, identifikasyonu ve siniflandirmasinda molekiiler tekniklerin
kullanim1 gittikge yayginlagtirilmaktadir. Daha onceleri bu metodlar izoenzim
profilleme, niikleik asit tiplendirme analizleri, maya hiicrelerinin uzun zincirli yag
asidi veya toplam protein analizleri iizerine dayanmaktaydi. Bu yontemlerin ¢ogu
tanilama ile iligkili olarak taksonominin bir kismimi saptamak i¢in
kullanilmaktaydi ve endiistride uygulanabilmesi ayrintili  bir  sekilde
gelistirilememistir. Ayrica bu yontemler gida ile iligkili olan mayalar1 ayirt
etmede yeterli derecede etkili olamamistir. Son yillarda proteine dayali molekiiler
karakterizasyonlarin yaninda molekiiler biyolojideki son ilerlemeler maya
tanilanmas1 ve karakterizasyonunda yeni tekniklerin gelismesine olanak
saglamistir. Bu teknikler elektroforetik karyotiplendirme, mitokondriyal DNA
restriksiyon analizi, ribozomal DNA restriksiyon analizi, DNA fingerprint, RAPD
analizleri ve 5,8S rRNA genlerini (rDNA) ifade eden ITS dizilerinin restriksiyon
analizleridir (Van der Vassen et al., 1996 ; Deak et al., 2000 ; Hierro et al., 2004;
Yalgin; 2007; Deak, 2007; Akpinar, 2008).

Niikleik asit seviyesinde farkliliklarin taranmasi i¢in teknikler dort ana
smifa ayrilmistir: (1) jel elektroforezinin kullanildigr direkt tarama, (2)
hibridizasyona dayali tarama, (3) amplifikasyon ile tarama ve (4) sekanslamadir.
Son yillarda molekiiler teknikler hem genus hem de alt tiir identifikasyonunda

kullanilmaktadir.

2.3.2.1 Direkt elektroforetik yontemler

Niikleik asitler ve ozellikle de DNA, identifikasyon ve tiplendirme veya
taksonomik g¢aligmalar i¢in organizmalardan ekstrakte edilmek zorundadir. Bir
hiicre kiiltiirinden DNA’ nin izolasyonu ve saflastirilmasi i¢in birgok yontem

gelistirilmistir (Holm et al., 1986; Mann and Jeffery, 1989; Querol and Barrio,
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1990; Kurtzman et al., 2003; Deak, 2007). Ozel yontemler ile DNA direkt olarak
dogal orneklerden veya gida iriinlerinden ekstrakte edilebilir (Dickinson et al.,
1995; Ros-Chumillas et al., 2005; Akpinar, 2008).

Niiklear DNA temelli komposizyonun saptanmasi (% G+C gibi) molekiiler
taksonomide kullanilan ilk yontemdir (Nakase and Komagata, 1968; Price et al.,
1978). Arastiricilar % 1-2 molliik fark gosteren maya tiirlerini farkli tiir olarak
distinmiislerdir. DNA komposizyonunun taksonomik onemi, hibridizasyon ve
sekanslama yontemleri ile golgede kalmistir. Diger iki direkt yontem DNA
fraagmentlerinin elektroforetik ayirimina dayanmaktadir ve genel olarak
kromozom boyutlu DNA molekiilleri identifikasyon ve tiplendirmede

kullanilmaktadir (Deak, 2007; Akpinar, 2007).

Restriksivon endoniikleaz analizleri

Restriksiyon endoniikleaz analizleri (REA) gelistirilen ilk DNA temelli
yontemdir. Bu basit yontemde DNA restriksiyon endoniikleazlarla kesiliyor ve
olusan fragmentler jel elektroforezi ile ayrilmaktadir. Etidyum bromid bantlar
boyayarak UV 151k altinda bantlarin goriinmesini saglamaktadir. Genelde, biitiin
genomun restriksiyon analizi ¢ok kompleks modellerle sonuc¢lanmaktadir ve
evrimsel gosterimi zordur. Restriksiyon fragment uzunluklu polimorfizm (RFLP),
jel membran filtreleri lizerine (Southern blotting) DNA fragmentinin transferi ile
isaretli DNA problar1 ile hibridize edildikten sonra daha iyi gozlenmektedir.
Glinlimiizde, genomik DNA’ nin REA’s1 prob hibridizasyonu olmaksizin nadiren

kullanilmaktadir (Deak, 2007; Akpinar, 2008).

Mayalarda, rDNA sekanslarimin ¢oklu kopyalart kadar olmasa da
mitokondiryal genom (MmtDNA) sekansi RFLP modellerinde ¢ok siklikla
kullanilmaktadir. mtDNA polimorfizmi 6zellikle sarap mayalarinda maya tiirlerini
karakterize etmek i¢in kullanilmaktadir (Querol and Ramon, 1996; Fernandez-
Espinar et al., 2001; Lopez et al., 2001; Martorell et al., 2005a; Deak, 2007).
MtDNA-RFLP, hem strainlerin tiplendirmesi hem de tiir identifikasyonu gibi hizl
parmak izi yontem olarak kullanilmaktadir. Ayrica, Metschnikowia genusu

(Gimenez-Jurado et al., 1995), Zygosaccharomyces genusu (Guillamon et al.,
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1997) ve Saccharomyces sensu stricto (Nguyen et al., 2000)‘ da taksonomik
caligmalarda kullanilmaktadir. mtDNA-RFLP’ nin spesifitesi DNA problari
kullanilarak artmaktadir (Querol et al., 1992). Mitokondriyal genomun bazi
bolgeleri ori-rep-tra sekansi (Piskur et al., 1995) gibi DNA markirlarinin gelisimi
icin veya coxl geni (Lopez et al., 2003) i¢in uygundur (Deak, 2007; Akpinar,
2008).

Pulsed — field jel elektroforezi

Pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) niikleik asitleri analiz etmek i¢in diger
bir direkt yontemdir. PFGE, siirekli elektriksel alanin degisimi kullanilarak biiyiik
DNA molekiillerinin (kromozom boyutunda) dagilimimi miimkiin kilmaktadir. Bu
elektriksel alanin degisimi DNA molekiiliiniin boyutuna bagli olarak jel {izerinde
gocli farklt olmaktadir. Yontem, mayalar ve diger Okaryotik organizmalarin
kromozom boyutlarinin ve sayisini (karyotipleme) ¢alismak i¢in gelistirilmistir ve
etkili bir taksonomik ara¢ olmaktadir (Boekhout et al., 1993; Vaughan-Martini et
al., 2003; Deak, 2007). Karyotip analizleri birgok maya tiiriinde kromozom
polimorfizmlerinin yliksek seviyesi goriilmektedir ve tiir i¢i degisiklikleri fazla
oldugu goriilmektedir (Naumov et al., 1995; Tornai-Lehoczki and Dlauchy, 1996;
Belloch et al., 1998; Gente et al., 2002; Deak, 2007). Yontemin ¢Oziintirligi
nadir-kesen endoniikleazli kromozomal DNA’ nin kesilmesi ve keza spesifik
problarin uygulanmasi ile artmaktadir (T6rok et al., 1991; Jespersen et al., 2000;
Deak, 2007). Bu bira ve sarap strainlerini farklilastirmak i¢in kullaniglt bir yontem
oldugu ispatlanmistir (Guillamén et al., 1996; Yamagishi and Ogata, 1999;
Tornai-Lehoczki and Dlauchy, 2000; Deak, 2007). PFGE gida ve igeceklerle
iligkili gesitli maya tiirlerinin karakterizasyonu i¢in uygulanabilmektedir (Deak,

2007; Akpinar, 2008).

2.3.2.2 DNA hibridizasyon yvontemleri

Isisal denatiirasyon DNA’nin iki ipligini birbirinden ayirir ve komplementer
iplikler sogutuldugu zaman tekrar birbiriyle birlesmektedir. Keza, DNA
molekiillerinin karisimi isleme alindigi zaman, iki tek iplik komplementerligi

yeterli ise hibrid ¢ift iplikli DNA olusmaktadir. Dolayisiyla, niikleik asit
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hibridizasyonu tahmin edilen farkli organizmalarin genetik iligkilendirmesine izin
vermektedir. Niiklear DNA iligkisinin (DNA—DNA homolojisi) 6l¢iilmesi maya
strainleri arasindaki spesifik iliskinin saptanmasinin temelini olusturmaktadir
(Kurtzman and Phaff, 1987; Kurtzman and Robnett, 2003; Deak, 2007). En az
%80 DNA iligkisi gosteren strainler ayni tiire ait oldugu disiiniilmekteydi
(Martini and Phaff, 1973). Pek ¢ok deneysel sart dubleks olusumunu etkilemesine
ragmen, bir¢ok istisna eseysel uyumlulugun c¢ok diisik (% 20-50) DNA
homolojisinde bile gerceklestigi  gosterilmistir.  Hibridizasyon  teknigi
taksonominin temelini teskil etmektedir (Kurtzman, 2006; Deak, 2007; Akpinar,
2008).

Kurtzman (1990) heterotallik mayalarin DNA karsilagtirmalarinin fertilite
ile kuvvetli bir korelasyon gosterdigini sdylemistir. Bu ¢alismalarin ilki Pichia
amylophila ve Pichia mississippiensis tiirleri iyi bir sekilde eslesmisler ama
askospor olusturmamiglardir. Bu iki tiir sadece %25 DNA homolojisine sahiptir.
Dolayisiyla eseyli liremenin eksik oldugunu bulmuslardir. DNA iligkileri ve
fertilite arasinda kuvvetli bir korelasyon olmasina karsilik bunun disina ¢ikan
olaylar da vardir. Yiiksek oranda DNA homolojisi gosteren tiirler arasinda
fertilitesinde diistiklik gozlenmistir. Kromozomdaki degisiklikler strainler
arasindaki fertiliteyi etkilemektedir (Verachtert and De Mot, 1990; Akpinar,
2008).

Pichia lindneri ve Hansenula minuta arasinda %75 DNA homolojisi
saptanmasina karsin bu 2 genus sadece nitrat asimilasyonu testiyle birbirinden
ayrilmigtir. Dolayisiyla, G-C igeriginin saptanmasinda oldugu gibi DNA
homolojisi de tek basina taksonomik bir kriter olarak kullanilamamaktadir

(Verachtert and De Mot, 1990; Akpinar, 2008).

Genel olarak, hibridizasyonda DNA problari kullanilmaktadir. Bu teknikte,
tek iplikli niikleik asit molekiilleri kisa, isaretlenmis oligoniikleotit sekans1 (DNA
probu) ile muamele edilir ve uzamasina izin verilerek bir hibrid olusturur.
Hibridizasyon direkt olarak radyoaktif veya fluoresent isaretler ile veya indirekt
olarak enzim reportirlart ile saptanmaktadir. DNA problart mikroorganizmalarin

hizl1 taranmas i¢in etkili araclar olusturmaktadir. Keza, bir prob gibi kullanildigi
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oligoniikleotid sekansinin spesifitesine dayanan spesifik identifikasyonda ve alt
tiplendirmede de kullanilmaktadir (Soll, 2000). Spesifik DNA problari rRNA gibi
korunmus kodlama sekansinda veya insersiyon elementleri, tekrarlayici
mikrosatellit veya minisatellit sekanslar1 ve hatta sentetik oligoniikleotidler gibi
degisken sekanslardan olusmaktadir. Bu yontemler tiplendirme icin kullanislidir
ve genel olarak DNA parmak izi olarak isimlendirilir (Baleiras-Couto et al.,
19964, b). rRNA genlerinin ¢oklu kopyalar1 spesifik DNA problarinin baglanmasi
icin  milkkemmel  hedeflerdir.  Ribotiplendirme  yontemi  bakterileri
tiplendirilmesinde ve identifikasyonunda kullanilan tanisal amaglar igin
gelistirilmis otomatik bir aractir (RiboPrinter®). Son zamanlarda sadece mayalar
icin gelistirilmistir (Arvik et al., 2005). rDNA sekansinin polimeraz zincir
reaksiyonunu (PCR) miimkiin oldugundan dolay1 yontemin bir versiyonu yaygin

olmaktadir (Akpinar, 2008).

2.3.2.3 Amplifikasyon teknikleri

PCR’1n bulunmasi yeni molekiiler tekniklerin gelisimine yol agmustir. PCR,
bir¢ok defa tekrarlanmis iic asamadan olusan bir termo-dongiide, in vitro DNA
sentezi ile spesifik DNA sekanslarinin eksponansiyel amplifikasyonuna izin veren

gliclii bir aragtir (Saiki et al., 1988; Akpinar, 2008).

Temel olarak, reaksiyonunun spesifitesi, denatiire olmus tek iplikli DNA’ya
hibridize olan oligoniikleotid primerin sekansi ile saptanmistir. DNA probu,
primerler ya tek kopya ya da ¢oklu kopya sekanslarina dayanmaktadir. Coklu
kopya sekanslari, bir primer olarak kullanildi§i zaman daha fazla duyarlilik
saglamaktadir. Mitokondriyal DNA ve ribozomal DNA sekanslar1 (PCR
ribotiplendirme) en sik kullanilan yontemlerdir (Giesendorf et al., 1996; Akpinar,
2008).

Amplifiye edilmis {iriinlerin saptanmasi icin en basit yontem PCR
iriinlerinin etidyum bromiir ile boyanarak agaroz jel lizerinde ayrilmasidir. PCR
amplikonlari, problar ile RFLP veya hibridizasyon ile daha ileri analiz edilebilirler
(Mitchell et al., 1994; Shin et al., 1999). Agaroz jel elektroforezine dayanan boyut

saptama tiir identifikasyonunu dogrulamak icin yeterli degildir. Amplikonlar hizli
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ve dogru sekilde kapiler elekroforezde boyutlandirilabilirler (Turenne et al.,
1999). Cesitli post-amplifikasyon yontemi strainlerin ve tiirlerin ayirt edilmesi

i¢in artan potansiyeli bulunmaktadir (Akpinar, 2008).

Temel PCR tekniginin ¢esitli varyasyonlar1 gelistirilmis ve mayalar i¢in
uygulanmaktadir. Fernandez-Espinar et al. (2006), tiir identifikasyonu ve tiir ici
tiplendirme i¢in glincel ve miikemmel bir PCR yonteminin gozden gecirilmesini

saglamiglardir (Akpinar, 2008).

Parmak izi PCR

PCR primerleri, bilinen sekanslarinin (REP-PCR, interrepeat PCR)
tekrarlayan genomik elementlerinin amplifikasyonu i¢in ara¢ olmaktadir.
Mikrosatellit parmak izi maya strainlerini tiplendirmek icin kullanilmaktadir
(Baleiras-Couto et al., 1996a; Gallego et al., 1998). Intron splice bolgeleri, 6-
elementleri ve (GAC)5 veya (GTG)5 gibi sentetik tekrarlar maya strainlerini
karakterize etmekte kullanilirlar (de Barros Lopes et al., 1996; Fernandez-Espinar
et al., 2001; Caruso et al., 2002). Hatta prokaryotik tekrar elementleri
(enterobakteriyal repetitive intergenic consensus “ERIC” sekansi) fungal
DNA’nin amplifikasyonu i¢in kullanilmaktadir (Deak et al., 2000; Akpinar,
2008).

Nadiren amplifiye olmus polimorfik DNA analizi (RAPD) veya rastgele
secilmis primed PCR (AP-PCR) olarak isimlendirilen basit bir PCR yontemi, kisa,
onceki sekans bilgisi olmaksizin sentetik primerleri kullanir. Standart PCR’a kars1
RAPD analizi rasgele secilmis niikleotit sekansli tek bir primer ¢alismaktadir ve
nadiren biitiin genomu kars1 komplementer sekanslari amplifiye ederler. 10 bp
uzunlugundaki oligoniikleotidler (dekamer) biiylik bir varyasyonu ticari olarak
bulunabilmektedir. RAPD basitliginden dolay1r c¢ok popiiler bir ydntemdir;
bununla birlikte, disiik-siddetli sartlarda spesifik olmayan primerler
kullanildigindan  yontemin tekrarlanmasi diisiiktiir (Deak, 2007). RAPD
yontemleri, 6zellikle, tiir seviyesinden asagidaki iliskilendirmeyi saptamak igin
kullanighdir (alt tiplendirme) ve tiirleri ayirmak i¢in de kullanilmaktadir (Romano

et al., 1996; Andrighetto et al., 2000; Akpinar, 2008).
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PCR ribotiplendirme

Molekiiler yontemlerin kullanilmasi tiir ve daha yiiksek taksonlar arasindaki
evrimsel iliskileri g6z Oniline alarak tiirlerin smiflandirilmasina  katki
saglamaktadir. Filogenetik calismalarda, tek bir genin nikleotit sekasinda
benzerlik veya farkliliklar saptanabilmekte ve karsilastirilmaktadir. Tirler
arasindaki benzerlik ortak atayr yansitirken; sekans farkliliklarinin derecesi

evrimsel uzakligr gostermektedir (Deak, 2007).

Ribozomal RNA (rRNA) kodlayan genler filogenetik amaglar i¢in siklikla
calisilmaktadir. Ribozomlar biitiin canlilarda bulunmakta olup rDNA hem kiigiik
(SSU) hem de biiyiik ribozom alt birimleri (LSU) coklu kopyalar halinde yer
almaktadir. Bu molekiiller farkli domainlere sahip olup bunlarin bazilar1 olduk¢a
korunmus iken digerleri ise oldukca degiskenlik gostermektedir. Dolayisiyla bu
bolgeler tiirler arasindaki filogenetik iligkileri belirlemede kullanilmaktadir.
Mayalarda kiigiik alt birimde 18S rDNA molekiilii yer alirken, biiyiik alt birimde
ise 58, 5,8S ve 26S rDNA molekiilleri yer almaktadir. Bu rDNA molekiillerinin
her biri tek bir birimde c¢oklu kopyalar halinde transkripte edilmektedir ve bu
molekiiller birbirlerinden internal ve eksternal bosluklar (ITS ve ETS) ile
ayrilmaktadir. Her bir birim arasinda bir intergenik transkripte olmayan bosluklar
bulunmaktadir ve genellikle 5S rDNA bu bdlgede meydana gelir ve gen
kiimesinden ayr1 olarak transkripte olmaktadir (Deak, 2007).

rDNA karsilastirmalart mayalar arasindaki yakinlik ve uzaklik iliskilerinin
her ikisini de gerceklestirecek temele sahiptir. Sekanslama yontemleri gelismeden
once rDNA c¢ifti arasindaki benzerlik re-assosiasyon ve restriksiyon fragment
uzunluklu polimorfizm ile yapilmaktaydi. Mayalar i¢in ilk sekanslama yaklasik
120 niikleotit iceren kii¢iik 5S rDNA’ i gerceklestirilmistir. ilk sekanslama
caligmalar1 5S rDNA f{izerine odaklanmisti ve basidiomisetik maya gruplar
arasinda septal porun ultra-yapisi ile korelasyon gostermistir. Ayrica 5S rDNA
sekans1 Schizosaccharomyes pombe ve Saccharomyces cerevisiae mayalarini
biiyiikk bir evrimsel fark ile birbirinden ayirt etmeyi de saglamigtir. Bununla
birlikte, 5S rRNA genlerinin korunmus yapisi1 sadece genis bir filogenetik
akrabaligin tahmin edilmesine yardim etmektedir (Deak, 2007).
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Hizli ve otomatize PCR temelli sekanslama yontemleri gelistiginden beri ~
1700 bp boyutundaki 18S rDNA, ~ 600 bp boyutundaki 26S rDNA bdlgesinin
D1/D2 domiani ve ~ 600 bp boyutundaki ITS1-5,8S-ITS2 bolgesinin kismi ve
tam sekanslar1 birgok maya tiirli i¢cin tanilamada kullanilmaktadir. rDNA’ 1
kiiclik alt biriminin korunmus sekansi genis filogenetik analizlere izin verirken;
biiyikk alt birimlerinde yer alan domain ve ITS sekanslari ¢ok daha fazla
degiskenlik gostermektedir ve tiir seviyesinde tanilamaya izin verdigi
bilinmektedir. Ribozomun biiyiik alt biriminin domainleri ve ITS sekanslarinin
boyutunun kii¢iilk olmasindan dolay1 ftniversal olarak filogenetik iliskileri
olusturmada ve tiir identifikasyonuna izin vermektedir. Ribozomun biiyiik alt
biriminin D1/D2 domaini sekansiyla ilgili yapilan derlemeler birkag istisna harig
ayn tiirlin strainlerinde sadece % 0-1 arasinda niikleotit farklilig1 bulundugunu;
tirler arasindaki intragenik farkliligin ise % 3-25 oldugunu gostermektedir.
Niikleotit farklilig1 derecesi yiizdesel niiklear DNA (nDNA) iliskisi ile korelasyon
gostermektedir ki bu benzerlik ayni tiirlin strainleri arasinda % 70’ den daha
fazladir. Bununla birlikte, % 50 veya daha az nDNA benzerligi olan bolgelerde
niikleotit farklilik gostermektedir ancak tahmin edilenden azdir. Bu konu ile ilgili
bir 6rnek verecek olursak, Candida anamorflari ile ¢ok yakin iligkili Pichia tiirleri
arasinda DNA benzerligi % 37 — 68 arasinda degisirken D1/D2 domain de bu fark
sadece 1-3 nikleotiti gegmemektedir. Farkli genuslarda tiirler arasindaki
degisimler farkli rDNA bolgelerindeki esit olmayan niikleotit yer degisimi
oranlarindan kaynaklanabilmektedir. D1/D2 ve ITS bdlgelerinin analizlerinden
saglanan tiplendirme genel olarak benzer olsa da bazen ITS sekanslari, D1/D2
bolgesinde benzerlik gdstermeyen tiirler arasinda farklilik gostermektedir. Sonug
olarak, tek bir gendeki niikleotit farklilik sayisina dayanan maya takson tanimi tek

basina giivenilir degildir (Deak, 2007).

Tiir identifikasyonlar1 i¢cin PCR ile ¢ogaltilmis rDNA’nin restriksiyon
analizi (RFLP) siklikla kullanilmaktadir. Bu PCR-RFLP teknigi amplifiye edilmis
rDNA restriksiyon analizi (ARDRA) olarak da bilinmektedir. Birgok primerle
(White et al., 1990), rDNA genlerinin veya intergenik bolgelerinin (ITS, ETS ve
NTS) bir kism1 veya biitiinii amplifiye edilebilir. Degisen rDNA bdlgelerinin
korunmus amplifikasyonu ile ¢esitli restriksiyon enzimlerinin (6rnegin, Haelll,

Hinfl, Rsal, ve digerleri) amplikonlarin analizi ve miimkiin olan c¢esitli
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taksonomik seviyede organizmanin farklilagtirilmasini saglamaktadir (Deak,

2007; Akpinar, 2008).

5,8S rRNA genine komsu olan ITS1 ve ITS2 bolgeleri siklikla kullanilan
bolgelerdir (Guillamon et al., 1998; Fernandez-Espinar et al., 2000; Caggia et al.,
2001; Redzepovic et al., 2002; Esteve-Zarzoso et al., 2004). Esteve-Zarzoso ve
ark. (1999) 132 maya tiriinii kapsayan bu bdlgenin bir veritabanini
olusturmuslardir (http://yeast-id.com). Bu yontem, Debaryomyces (Ramos et al.,
1998), Hanseniaspora (Bujdoso et al., 2001; Cadez et al., 2002), Metchnikowia
(Valente et al, 1997), Dekkera (Egli and Henick-Kling, 2001),
Zygosaccharomyces (Esteve-Zarzoso et al., 2003) ve Saccharomyces (Fernandez-
Espinar et al., 2000; Naumova et al., 2003) gibi ¢esitli maya genuslarinda tiirlerin
taksonomik caligsmasi i¢in kullanilmistir. Sarap, bira, meyve suyu, yogurt ve siit
tiriinleri gibi ¢esitli gida ve iceceklerle iligkili mayalarin karakterizasyonu igin
kullanilmistir. Dlauchy ve ark. (1999) 18S rRNA geni ile ITS spacer’ i1 igeren
rDNA bolgesinin RFLP analizi kullanarak 128 tiir icin bir veri tabani
gelistirilmistir. Bu yontem, S. cerevisiae ve S. paradoxus‘in farklilasmasina izin
vermektedir (Redzepovic et al., 2002). Diger bircok calisma farklt rDNA
bolgelerini (6rn., NTS, 18S-NTS, ITS2, 18S, and 26S) cogaltmaktadir ve ¢esitli
restriksiyon enzimleri kullanilmaktadir. Bu PCR-RFLP yo6nteminin potansiyel
cozlimlemesine ragmen DI1/D2 biiyiik alt birim domainlerinden elde edilen
verilerle karsilagtirilabilir (Berbee et al., 2000; Scorzetti et al., 2002) ve hatta
bazen istiinliikler saglamaktadir (Fell and Blatt, 1999; Kurtzman, 2005). Bununla
birlikte, standart bir yontemin ve tek bir veri tabaninin eksikliginden dolay:1 genel
kullanimlar i¢in bityiik bir dezavantajdir (Deak, 2007; Akpinar, 2008).

Primerler, niiklear rRNA genlerine ilave olarak mt-rDNA sekansini
cogaltmak i¢in kullanilmaktadir. Biitin mtDNA’ nin RFLP’ si genel olarak,
mayalarda, tiir seviyesinin asagisinda farkliliklar1 gostermek i¢in indikator olarak
kullanilmaktadir (Belloch et al., 1997; Guillamoén et al., 1997; Fernandez-Espinar
et al., 2001; Deak, 2007; Akpinar, 2008).
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PCR cesitleri ve alternatif amplifikasyon yontemleri

Amplifikasyonun duyarlilign ve o6zgilliigii standart protokollerin cesitli
modifikasyonlari ile gelistirilebilmektedir. Kuyucuklu PCR (nested PCR) teknigi,
internal primer olarak ilk PCR amplifikasyon iiriiniiniin sekansini kullanarak
ikinci bir dongli gergeklesmektedir. Kuyucuklu PCR yontemi, tatli saraplarda
Dekkera (Brettanomyces) strainlerinin saptanmasi igin kullanilmaktadir (Ibeas et
al., 1996; Deak, 2007; Akpinar, 2008).

Multipleks PCR da primerlerin bir ¢iftinden daha fazlas1 ayn1 PCR sartlar
altinda es zamanl olarak kullanilmaktadir. Mannarelli ve Kurtzman (1998) insan
patojenik mayalari identifikasyonu i¢in dort primer kullanmuslaridir. iki iiniversal
primer 18S rRNA geninden gelistirilmistir ve iki spesifik primer 26S rRNA
geninin degisken D1/D2 bolgesinden elde edilmistir. mtDNA’da cox1 (sitokrom
oksidaz alt birim 1) geninde intronlardan elde edilen alti primer sarap
fermentasyonunun denetelenmesi i¢in multipleks PCR’ da kullanilmaktadir
(Lopez et al., 2003). Fujita ve ark. (2001), medikal ag¢idan 6nemli Candida ve
Trichosporon tiirleri arasindaki farkliliklar i¢in ITS-5,8S ve ITS2 rDNA bolgeleri
es zamanli olarak primer olarak kullanilmaktadir (Deak, 2007; Akpinar, 2008).

PCR-RFLP’nin spesifik bir modifikasyonu olan amplifiye edilmis fragment
uzunluklu polimorfizm (AFLP) analiz yontemi restriksiyon kesimlerinden rasgele
secilmis DNA fragmentlerini c¢ogaltmaktadir. Cogaltilmis iriinler, PAGE
denatiirasyonu ile ayrilirlar ve yiiksek coziinlirliklii spesifik bir parmak izi
uretirler (de Barros Lopes et al, 1999). Kompleks teknik klinik mayalarin
identifikasyonunda (Theelen et al., 2001; Borst et al., 2003) ve bira mayast
strainlerin identifikasyonunda (Perpete et al., 2001) ve keza filogenetik
caligmalarda (Lopandic et al., 2005) uygulama bulmaktadir (Deak, 2007; Akpinar,
2008).

PCR’a ek olarak c¢esitli diger amplifikasyon yontemleri gelistirilmistir: ligaz
zincir reaksiyonu (LGC), niikleik asit sekans temelli amplifikasyon (NASBA), Q
replikaz amplifikasyon, iplik degistirme amplifikasyonu (SDA), donen daire

amplifikasyonudur. Bu konu, Schweitzer ve Kingsmore (2001) tarafindan
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yayinlanmistir. Bunlardan pek azi mayalar i¢in kullanilmistir. LGC
Zygosaccharomyces bailii ve Zygosaccharomyces bisporus gibi gidalarda
bozulmaya neden olan mayalar1 ayirmak i¢in kullanilmistir (Stubbs et al., 1994).
NASBA, medikal agidan 6nemli olan Candida tiirlerinin taranmasi i¢in PCR’a iyi
bir alternatif olarak goziikmektedir (Widjojoatmodjo et al., 1999; Borst et al.,
2001; Loeffler et al., 2003; Deak, 2007; Akpinar, 2008).

Reverse transkripsiyon PCR (RT-PCR) RNA’larin ¢agaltilmasi igin bir
yontemdir. DNA’ya zit olarak, mRNA’ 1 devir zamani kisadir; transkripte
edilmis mRNA’lar birkag dakika iginde yari Omriinii tamamlamaktadir. Bu
yizden, mRNA’larin taranmasi, DNA temelli yOntemlere nazaran hiicre
tanilamada daha iyi bir indikatoriidiir. RNA’larin ile PCR taranmasi, RNA’larin
DNA’a degistirilmesi ile basarilabilir; bununla birlikte, bu kompeks ve duyarl bir
yontemdir. RT-PCR’nin temel uygulamasi RNA viriislerini ¢alismak igindir,
fakat bu hiicresel organizmalara kadar yapilabilmektedir. Son zamanlarda,

gidalarda canlilik gdsteren mayalarin saptanmasi i¢in kullanilmaktadir (Bleve et

al., 2003; Cocolin et al., 2004; Deak, 2007; Akpinar, 2008).

Son yillarda ribozomal RNA (rRNA) genlerini hedefleyen PCR teknikleri
oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Bazi hemiaskomisetik
mayalarin TRNA genleri, 9 kb’lik bir fragmentin 100-150 ardisik tekrarindan
olusan genomik bir bolgedir. Bu fragmentler 2 transkripsiyonel birim
icermektedir. Bunlardan birincisi (7kb) 18S, 5,8 S ve 28S’lik rRNA’lar ile ITS1
ve ITS2 olarak adlandirilan iki internal transcribed spacer (ITS) i¢in kod olusturan
gen kiimelerinden olugmaktadir. Zit yonde transkribe edilen ikinci birim ise 5S’lik
rRNA’ya ait kodu i¢cermektedir (Loureiro and Querol, 1999; Caggia et al., 2001;
Martorell et al., 2005a).

ITS bolgelerinin uzunlugu tiire gore degisiklik gdstermesine karsin biitiin
tirlerde 18S, 5,8S ve 28S rRNA’larin boyutu esasen aynidir (Fernandez et al.,
1999) ITS1 bolgesi, 18S ve 5,8S rRNA genleri arasinda bulunurken ITS2 bolgesi,
28S rRNA genleri arasinda bulunmaktadir. ITS1-5,8S rDNA-ITS2 bdlgelerinin
dizileri veya fragment boyutlar tiirler arasinda farklidir (Cizelge 2.4). Bu nedenle

ITS1 ve ITS2 bolgeleri, funguslarin aranmasinda ve identifikasyonunda
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kullanilmaktadir (Guillamon et al., 1998; Fujita et al., 2001; Deak, 2007; Akpinar,
2008).

ITS1 ve ITS4 primerlerinin kullanilmasiyla funguslarin 5,8S rDNA bdlgesi
ile ITST ve ITS2 bolgeleri amplifiye olmaktadir. ITS3 ve ITS4 primer ¢iftinin
kullanilmastyla da ITS2 boélgesi amplifiye olmaktadir. ITS1 primeri 18S, ITS3
primeri 5,8S ve ITS4 primeri 28S rDNA bolgelerini kodlamaktadir (Sekil 2.1)
ITS1 ve ITS4 primerleri ile test edilen biitiin funguslar 350-880 bp. boyutunda
fragment olustururken ITS3 ve ITS4 primerleri ile 233-432 bp. boyutunda iiriin
olugsmustur. Amplifiye olan PCR {iriinlerinin boyutlar1 bazi tiirlerde hemen hemen
aymdir. Omegin, C. parapsilosis ve C. tropicalis ‘de yaklasik 520 bp., C.
saitoana ve P. anamola’da yaklasik 614 bp.’dir. Fakat bu organizmalarin ITS3 ve
ITS4 primer c¢ifti ile amplifiye olan PCR f{iriinlerinin boyutu, tiire spesifik
farkliliklar gostermistir. Bunun tam tersi ITS3 ve ITS4 primerleri ile amplifiye
olan PCR iiriinlerinin boyutu C. utilis ve Stephanoascus ciferri i¢in yaklasik 356
bp. iken ITS1 ve ITS4 primerleri ile amplifiye olan PCR {iriinlerinin boyutu tiire
spesifik farkliliklar olusturmustur (Fujita et al., 2001; Deak, 2007; Akpinar,
2008).

Gida endiistrisinde bozunmaya sebep olan mikroorganizmalarin hizl
tan1lanmasi biiylik 6nem tagimaktadir. PCR’a dayali hizli tarama teknikleri gida
endiistrisindeki mayalarin saptanmas1 ya da tanilanmasi i¢in kalite kontroliin
onemli bir pargasi olarak kullanilmaktadir (Loureiro and Querol, 1999; Deak,

2007; Akpinar, 2008).

185 SSU 58S D1D2 26SLSU 58
NTS  ETS ITS1 ITS?2 ETS , NTS NTS
=] mf nf] o
1700 bp 158 bp 3300 bp 120 bp

Sekil 2.1 Primer hedef bolgeleri igeren fungal ribozomal genlerin sematik gosterimi (Deak, 2007).
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Cizelge 2.4 Onemli Bazi Mayalarin ITS1-5,8S rDNA-ITS2 Bolgesinin Boyutlar: (Fujita
et al., 2001; Akpinar, 2008)

Tiir Boyut (bp)
Yarrowia lipolytica 360
Pichia pastoris 380
Candida sake 450
Candida tropicalis 517
Pichia anamola 614
Candida zeylanoides 620
Debaryomyces hansenii 640
Pichia farinosa 700
Zygosaccharomyces rouxii 725
Kluyveromyces marxianus 740
Candida boidinii 750
Zygosaccharomyces bailii 775
Torulaspora delbriieckii 800
Saccharomyces cerevisiae 850

Genel olarak maya taksonomisinde kullanilan belli bash testler yukarida
siralanmistir.  Tiirlerin  tanmilanmasinda ilk olarak fizyolojik testler rol
oynamaktadir (Loureiro and Querol, 1999). Molekiiler teknikler yalnizca mayalar
arasindaki baglantilarin agiga ¢ikarilmasinda degil aym1 zamanda evoliisyonel
iliskilerin belirlenmesinde de kullanildig1 i¢in siniflandirmada onemli bir kriter
olabilir. Fakat bu teknikler, rutin identifikasyon prosediirlerine kolaylikla dahil
edilemedikleri ve kullanilmalar1 halinde karsilasilabilecek sakincalar nedeniyle
mayalarin identifikasyonu bugiin halen fizyolojik testler ve iireme yapilar1 tizerine
kuruludur. Dolayisiyla, molekiiler biyolojik tekniklerin, konvansiyonel tanilama
teknikleri ile desteklenmesi gerekmektedir (Acheamong, 2000; Deak, 2007;
Akpinar, 2008).
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Post — amplifikasyon yontemleri

Amplifiye edilmis {riinlerin saptanmasi i¢in yontemlere ek olarak, diger
post amplifikasyon analitik yontemlerinin ¢esitleri yiiksek c¢oziintrlikli
elektroforez ile gelistirilmistir ve aym1 boyuta sahip amplikonlarda
polimorfizmlerin saptanmasina izin vermektedir. Denatiire edici gradiyent jel
elektroforezi (DGGE) ve termal gradiyent jel elektroforezi (TGGE), DNA
helezonunun kismi denatiirasyonu ile amplifikasyon iiriinlerini ayirmaktadir.
DNA helezonunun elektroforetik hareketi kendi sekansindan farklidir (Muyzer,
1999). Bu yontemler ¢ig siitteki maya populasyonlariin (Cocolin et al., 2002),
sarap fermentasyonu esnasindaki maya populasyonularinin (Manzano et al., 2005)
ve hamurdaki mayalarin (Meroth et al., 2003) profilini saptamak ic¢in
kullanilmigtir. Fermente edilmis kahve ve iizlim i¢indeki karisik populasyondaki

azinlik tiirler DGGE kullanilarak saptanabilir (Deak, 2007; Akpinar, 2008).

Tek iplikli konformasyonel polimorfizm (SCCP), elektroforetik harekette
degisikliklere sebep olan tekrar uzamis tek iplikli PCR iiriinleri arasindaki sekans
bagimh farkliliklarin avantajima sahiptir. SCCP yontemi medikal agidan onemli
mayalar ile firsat¢1 funguslarin teshisinde kullanilmaktadir (Walsh et al., 1995;
Hui et al., 2000; Deak, 2007; Akpinar, 2008).

Terminal RFLP (T-RFLP) analizi PCR’da fluoresent olarak iseretli
primerler is gormektedir ve son restriksiyon framentinin ayirmak i¢in uygun
restriksiyon enzimleriyle kesimi takip edilir (Marsh, 1999; Deak, 2007; Akpinar,
2008).

2.3.2.4 Sekanslama

Yeni bir DNA ipligi sentezleme yetenegindeki DNA polimeraza dayanan
Sanger sekanslama, hedef DNA ipligini sekansini gostermektedir. DNA
polimeraz, tek iplikli DNA’ 1n bir pargasina komplementer yeni bir DNA ipligini,
serbest niikleotidin 5’-hidroksil ucundan bir primerin ucundaki niikleotidin 3’-OH
grubunun serbest niikleotidine baglanarak cogaltmaktadir. Tek iplikli DNA’ 1n
kiiclik bir parcasi olan primer kalip DNA’ 1 bir ipligi ile hibridize olabilir ve
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niikleotitlerin basarili bir sekilde eklenmesi ile uzayabilmektedir. Niikleotit tri
fosfatlarin (ANTP) kaynaginin yaninda, Sanger yontemi dNTP’ lere ile iliskili
kiiciik miktarda 2’,3’-didioksiniikleotit trifosfatlar (ddNTP) da gerekmektedir.
ddNTP’ ler reaktif olmayan 3’-OH grubuna sahip olduklarindan primer uzamasina
dahil olur olmaz DNA sentezi sonlanmaktadir. Tipik bir reaksiyon karigiminda
dNTP’ leri (dATP, dTTP, dCTP ve dGTP) ve ddNTP’ leri (ddATP, ddTTP,
ddCTP ve ddGTP) igermektedir. Primer uzamasi komplementar ddNTP ile
eslestirilmis niikleotit olusuncaya kadar devam etmektedir. Cesitli boyutlarda
ddNTP ile biten bircok fragment bir reaksiyon esnasinda {iretilmektedir.
Radyoaktif kiikiirt veya fosfor izotoplari isaretlenmis dANTP’ lerin yardimiyla yeni
sentezlenmis DNA kalibina yer almaktadirlar. Dolayisiyla, biitiin fragmanlar
radyagrafi ile saptanabilir olabilmetedir. Fragmentler poliakrilamid jel
elektroforezi ile boyutlarina bagli olacak sekilde ayrilabilecek ve sekans
saptanabilecektir. Olas1 dort niikleotidin nispi pozisyonlarini saptamak icin farkli
bir dANTP her birini iceren dort reaksiyon beraber paralel yiiriitiilmelidir
(Kavanagh, 2011).

IDNA sekansi identifikasyon, taksonomik ve filogenetik g¢aligmalar icin
kullanilan en Onemli karakterdir. rDNA’nin avantaji biitlin yasayan
organizmalarda bulunmasi ve ¢oklu kopyalar halinde ortak bir evrimsel orijine
sahip olmasidir ve ¢ok korunmus olan rDNA bir tiire ait olan biitiin strainler
arasinda hem farkliliklar1 gostermek hem de daha yliksek taksonlari betimlemek

i¢in kullanilmaktadir (Kurtzman, 2006; Deak, 2007; Akpinar, 2008).

Hem taksonomik amag¢ hem de filogenetik iliskileri kurmak i¢cin rDNA’nin
iki bolgesi en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu rDNA’nmin iki bdlgesi kiiciik
ribozomal alt birimin 18S rDNA’nin kismi veya biitiin sekans1 ve ribozomun
bliylik alt biriminin yaklasik 600 niikleotitlik D1/D2 domainidir. Kurtzman ve
Robnett (2003) biitiin askomisetik mayalarin D1/D2 sekansinm1 saptamislardir ve
Fell ve ark. (2000) biitlin basidiyomisetik mayalar i¢in bu sekans1 yaymlamistir

(Akpinar, 2008).

Gecmiste, klonlama ile molekiiler sekanslama teknik caba gerektiren, pahali

ve zaman alic1 prosediirlerdi. Otomatize edilmis cihazlar (6rn., the ABI Prism



32

capillary electrophoresis sequencer) ve sekans karsilastirmalart i¢in gen banka
veri tabanlari kullanilarak PCR temelli direkt DNA sekanslama teknolojisinin
ortaya c¢ikmasiyla molekiiler c¢alismalarda bu yontemler ¢ok kullanilan rutin
araclar haline gelmislerdir. 20 yil once, sekanslama tiirlerin identifikasyonuna
yardimci olan ¢ok giivenilir olan bir yontemdi. rRNA genlerinin biitiin ve kismi
sekans1 taksonomik c¢aligmalarda (Valente et al., 1999) ve filogenetik
iliskilendirmelerde (Kurtzman and Robnett, 2003) oldukc¢a fazla kullanilmaktadir.
Son yillarda, mayalarin siniflandirmasi rDNA sekansinin analizine dayanmaktadir
(Fell et al., 2000; Kurtzman and Robnett, 2003; Kurtzman and Fell, 2006;
Akpinar, 2008).

Filogenetigin amaci1 bircok populasyon, tiir veya genleri kendi aralarindaki
evrimsel iliskiye dayali bir sekilde bir araya getirmektir. Evrimsel iliskiden
tirlerin tarihsel gelisimi anlasilmalidir ve genellikle bir evrimsel agac ile
gosterilmektedir. Vejetatif hiicre morfolojisi, esey durumu, fermantasyon ve
biliylime testlerine fizyolojik cevaplar gibi fungal sistematigin klasik yontemleri
fungal tiirleri 6zel bir genus veya aileye yer almasini1 saglayabilmektedir. Fungal
fosil kayitlarinin sinirlt olmasi ve funguslarin ¢ok sayida morfolojik karakter
gostermesinden dolayr fungal sekans verilerinin (RNA, DNA ve protein) fungal
tirler arasindaki evrimsel iliskiyi belirlemede basarili bir alternatif yaklasim
olarak kullanilmaktadir. Bir¢ok durumda, hizalanmis sekanslar bir uzaklik
matrisin olarak islem gormektedir. Birbiri ile ¢cok yakin iligkili tlirler ¢ok kiigiik
bir uzakliga sahip iken uzak tiirler birbilerinden ¢ok daha uzak akrabalik
gostermektedir. UPGMA, minimum evrim, neighbour joining gibi filogenetik
algoritmalar filogenetik agaclar olarak uzaklik matrisini gostermek i¢in siklikla

kullanilmaktadirlar (Kavanagh, 2011).

Yasamin fungal agacina ait filogenetik markirlarinin se¢imi zorlu bir
konudur. Ideal olarak, bir filogenetik markir biitiin tiirlerde bulunan ve horizontal
gen transferi geciren genlere benzemeyecek sekilde yavas evrimsel bolgeleri
olmalidir. Bu nedenle, fungal organizmalar arasinda kabul gdren akrabalik
iliskilerinde 18S rDNA kullanilmaktadir. Bununla birlikte, tek-gen analizleri
biitiin organizmalarda bulunan evrimsel bir tarihe sahip filogenetik markirlara

baglidir. Bununla birlikte, bireysel genler sinirli sayida bolge igerdiginden sinirlt
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rezoliisyon saglamaktadirlar. Bu sebepten dolayi, alternatif bir yaklagim farkli tek
gen filogenilerinin ¢oklu gen filogenilerine doniistiiriilerek filogenetik iligkilerin

olusturulmasina dayanmaktadir (Kavanagh, 2011).

2.3.2.5 Son gelismeler

PCR teknolojisi ve cihazlar siirekli gelismektedir. Bu alandaki gelismeler
sadece uygulamalarda yeni yontemlerin bulunmasi olmayip keza 6lii ve canlt
hiicrelerin DNA’lar1 arasindaki farkliliklar ile kantitatif tarama gibi konvensiyonel
analizlerde karsilagilan bazi problemleri ¢6zmeye yardimer da olmaktadir.
Gelismis yeni yontemler ve cihazlar diinyanin her yerinde gelistirilmektedir

(Deak, 2007; Akpinar, 2008).

Reel — time PCR

PCR teknolojisindeki onemli bir yenilik gercek zamanda amplifikasyon
reaksiyonunun goézlenmesidir. Yontemin temeli, ¢ift iplikli DNA’nin i¢ine SYBR
Green gibi fluoresent bir boyanin eklemesine dayanmaktadir ve her PCR dongiisii
esnasinda bu proses gozlemlenebilmektedir. Bu gereksiz amplikonlarin
taranmasin1 saglamaktadir. Amplifiye edilmis iriinler, onun erime egrisinin
analizi ile daha ileri karakterize edilebilirler. Eger bilinen konsantrasyonda bir
kalip 6rnek DNA ile ¢ogalirsa keza ikinci miktar belirtme olasidir (Deak, 2007,
Akpinar, 2008).

Daha ilerlemis gelisme fluoresent problarin kullanilmasidir ve fluorometreli
kapilar termal devrenin entegrasyonudur. Otomatik TagMan sistemi (Perkin-
Elmer Applied Biosystems) Taq polimerazin 5’ ekzoniikleaz aktivitesine dayanir
ve fluorogenik bir boya prob kullanilarak raportér boyali (6rn., FAM) 5° ug ve
giderici bir boyali (6rn., TAMRA) 3’ ug isaretlenir. Bu fluorsenste ekponansiyel
olarak artisla sonuclanir ve amplifiye edilmis DNA’ nin miktariyla orantilidir
(Guiver et al., 2001). Gida ve iceceklerdeki mayalarin taranmasinda uygulamalari
artmistir (Phister and Mills, 2003; Casey and Dobson, 2004; Martorell et al.,
2005b; Deak, 2007; Akpinar, 2008).
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Diger bir prob sistemi olan the Light Cycler (Roche Diagnostics), biri
fluorisin ile isaretli digeri fluoroforlu spesifik iki hibridizasyon probu arasindaki
fluoresans rezonans elektron transferine dayanmaktadir. Hedefin annealingi
esnasinda her iki prob hibridize oldugu zaman bir eksitasyon enerjisinin transferi
fluorofor icin Olgiilebilen 1518 emilmesiyle sonuglanmaktadir. Yayilmis
fluoresans, gercek zamanda saptanmig, PCR esnasinda iiretilen DNA miktariyla

orantilidir. Ol¢iimler miimkiin olmakla birlikte amplikonlar erimis nokta analizi

ile identifiye edilebilmektedir (Loeffler et al., 2000; Deak, 2007; Akpinar, 2008).

Peptid niikleik asit problari

Bir pseudopeptid olan peptid niikleik asit (PNA), DNA’ nin seker-fosfat
baginin bir poliamid zinciriyle yer degistirmesiyle olusmaktadir. Bunlara
niikleotid bazlart DNA’ daki gibi ayni boslukta baglanmaktadir (Stender et al.,
2002). Degismemis zincirinden dolayi, PNA geleneksel DNA problarindan daha
spesifik ve daha hizli hibridizasyon gosterdiginden daha tercih edilebilir
hibridizasyon karakteristii gostermektedir. Ayrica, biitiin bakteri tiirleri ile S.
cerevisiae mayasinin taranmasinda standartize edilmis fluoresans in situ
hibridizasyon (FISH) yonteminde PNA problar1 kullanilmaktadir (Deak, 2007;
Akpinar, 2008).

Fluoresans in situ tarama

Mikroorganizmalarin kiiltiivasyonu olmaksizin dogal habitatlarinda direkt
gbzlenmesi i¢in duyarlt ve dogru molekiiler tekniklerle FISH kombine olmustur.
FISH, bozulmamis hiicre icindeki hedef sekansin fluoresent boyayla isaretli
spesifik bir niikleik asit probunun hibridizasyonuna dayanmaktadir. Epifluoresent
mikroskopi, flow sitometri veya lazer tarayici kullanilarak fluoresent sinyaller

taranmaktadir (Deak, 2007; Akpinar, 2008).

FISH, hem cevresel 6rneklerdeki bakteriyal ¢esitliligi caligmak i¢in hem de
mikrobiyal kominitenin populasyon analizini i¢in olduk¢a ¢ok kullanilmaktadir.
Funguslarla ilgili az ¢aligma bulunmaktadir (Li et al., 1997). Bu teknik patojenik

mayalarin saptanmast i¢in kullanilmistir (Lischewski et al., 1997). Son yillarda,
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FISH-PNA sarapta bozulmaya neden olan Dekkera - Brettanomyces mayalarinin
identifikasyonu i¢in kullanilmaktadir (Stender et al., 2001; Deak, 2007; Akpinar,
2008).

Fluoresans prob hibridizasyonunun flow sitometrisi

Son zamanlarda gelisen multipleks teknolojisi, flow sitometrik saptama ve
degerlendirme ile kombine olmus fluoresent prob hibridizasyonuna
dayanmaktadir. Tiir-spesifik DNA yakalama problar1 fluoresent boncuga
baglanmaktadir ve hedef amplikonlarin hibridizasyonu flow sitometre ile
saptanmaktadir. Ayni1 zamanda, 100 farkli spesifik prob seti amplikasyondan
sonra bir saatten az bir siirede genel olarak kuyucuklu kitin her bir kuyucugunda
analiz edilebilir. Bu yontem ticari bir teknolojinin (Luminex) uygulamasidir ve
Klinik mayalar1 ¢alismak i¢in uygulanmaktadir (Diaz and Fell, 2004; Page and
Kurtzman, 2005; Deak, 2007; Akpinar, 2008).

Yesil Fluoresans Protein

Spesifik bir genin fonksiyonunun analizi, Aequorea deniz anasindan izole
edilen yesil fluoresans proteini (GFP) gibi raportdr genin sokulmasiyla miimkiin
olmaktadir. GFP ifadesi konfokal (odaktas) ve fluoresans mikroskopisi veya flow
sitometri kullanilarak taranabilmektedir. GFP S. cerevisiae‘ nin gen ifadesinin
miktarm1 6lgmek i¢in kullanilmaktadir (DeWulf et al., 2000) ve bireysel S.
cerevisiae hiicrelerinin biiylime dinamigi ile glukoamilaz salgilamasinin
iliskilendirilmesinde de kullanilmaktadir (Porro et al., 2000; Deak, 2007; Deak,
2007; Akpinar, 2008).

DNA microarray

Mikroarray teknolojisi, gen ifade profillerinin ve genom farkliliklarin
anlamak icin gii¢lii, yliksek verimli ve esi goriilmemis firsatlar saglamaktadir. Bir
mikrocipe baglanmis referans bir genomdan binlerce oligoniikleotit igeren DNA
microarrayleri (DNA cipleri), ilgili genomdan fluoresans olarak isaretlenmis DNA

ile hibridize olabilmektedir. Iki genom arasindaki farkli lokuslar ya DNA
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sekansinda ya da gen ifadesinde sayilabilir veya haritalanabilmektedir. Bu DNA
genomigi c¢alismak i¢in transkripsiyonel profiller saglamaktadir (Gingeras and
Rosenow, 2000; Ye et al.,, 2001; Deak, 2007). Maya genom projelerinin
tamamlanmasit DNA mikroarray teknolojisinin gelismesine biiylik bir katki
saglamistir (Brown and Botstein, 1999: Deak, 2007). Tamamlanmis mikrobiyal
genomlarin kullanilabirliginin artmasi ve DNA mikroarray kullanimi, genetik,
fizyoloji, ekoloji, patogenesis ve diger alanlarinda igerildigi bir¢ok alanda katkilar
saglamaktadir. Bu teknoloji ayrica tam1 amagli bir ara¢ olarak heniiz
arastirllmamistir. Bir¢ok tipik tiir i¢in rRNA gen tek sekansi ve bir¢cok anahtar
fonksiyonel gen, tiirlerin identifikasyonu icin bir hibridizasyon arrayinde
diizenlenmistir ve daha sonra test organizmasindan elde edilen DNA prob haline

getirilir (Cho and Tiedje, 2001; Deak, 2007; Akpinar, 2008).

Son zamanlarda, mikolojideki microarray uygulamalart genomik ve gen
ifadesi caligmalarinda olmaktadir (Williams, 2002). Bununla birlikte, bu teknik
hizl1 genetik identifikasyon icin gli¢lii bir aractir ve kominite yapis1 ve ¢esitliligini
caligmaktadir. Birkag sene oncesine kadar, DNA c¢ipleriyle ilgili ¢esitli ¢aligmalar
bulunmaktaydi. Bunlardan sarap mayalarinin gen ifadesi Perez-Ortin ve ark.
(2002) tarafindan yayinlanmistir. Fermentasyon sartlar1 altinda ve yabanil ile
endiistriyel maya strainleri arasindaki ifade modelleri fizyolojik o6zelliklerle
uyumlu 6nemli farkliliklar gostermektedir ve bu sarap teknolojisinin gelismesi

icin kullanilmaktadir (Deak, 2007; Akpinar, 2008).

Minyatiirize edilmis molekiiler analitik teknolojideki ileri gelismeler
beklenilmektedir. Microarray, mikrogip, biyoelektronik ¢ip ve diger araglar daha
kiiclik capta (nanoteknoloji) yeni tarama yOntemleri saglamaktadir ve kompleks
analitik prosediirlerin (lab-on-a-chip tools) ¢oklu asamalarina entegre olacaktir
(Deak, 2007). Otomatize edilmis bir elektroforez araci mayalarin hizli taranmasi
icin multipleks PCR’da kullanilmaktadir (Fujita et al., 2001). Biyocip teknolojisi
genomiks ve proteomik temelli testlerin arasinda uygulanacaktir. Ister istemez,

gelismeler gida mikolojisine kadar yayilacaktir (Deak, 2007; Akpinar, 2008).
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Sonugta, molekiiler tekniklerin ¢ok biiyiik kapasitesi ve esnekligi sarap
mayalarinin ¢alisildigt ¢esitli uygulamalarda ¢okga gosterilmistir (Jain, 2002;
Deak, 2007; Akpinar, 2008).

2.4 Yarrowia lipolytica Mayasinin Genel Ozellikleri

Askomisetik maya olan Yarrowia lipolytica (6nceleri Candida,
Endomycopsis veya Saccharomyces lipolytica olarak isimlendirilirdi) en sik
calisilan ‘non-conventional’ maya tiirlerinden biridir. ‘non-conventional’ mayalar
olarak isimlendirilen grup lizerindeki temel ve biyoteknolojik arastirmalar giinden
giine artmaktadir. ‘non-conventional’ terimi, ‘conventional’ olarak bilinen yani
iyi c¢alisilmis mayalar olan Saccharomyces cerevisiae ve bazi kisitlamalarla
Schizosaccharomyces pombe’den bu grup mayalari ayirmak igin kullanilmigtir
(Barth and Gaillardin, 1997; Akpinar, 2008).

Y. lipolytica’ nin patojenik oldugu diisiiniilmemistir (Barth and Gaillardin,
1997; Fickers et al., 2005).

2.4.1 Dogal habitatlar ve filogenetik iliskileri

Yarrowia lipolytica strainleri siit iiriinlerinden kolaylikla izole edilebilirler.
Ayrica, et veya karides iceren salatalardan da ya da soya sosundan da izole
edilebilirler. Anaerobik sartlar altinda bu mayanin hayatta kalmamasi,
Kluyveromyces marxianus strainlerine zit olarak siit iriinlerinden kolayca
eliminasyonuna izin vermektedir (Barth and Gaillardin, 1997). Asimile edilmis
substratlarin genis bir tarifi Kreger-van Rij (1984) ve Barnett et al. (2000)
tarafindan yapilmistir. Glukoz, alkoller, asetat ve yag asidi veya alkanlar gibi
hidrofobik substratlar karbon kaynagi olarak kullanilirken sukroz kullanilamaz
(Akprnar, 2008). Ekstraselliiler lipolitik ve proteolitik aktivilerine bagli olarak 5-
10 °C araliginda kuvvetli biiyime gostermektedirler. Bu maya ayni zamanda
toprak, atik ve petrol tiirevleri ile kirlenmis cevrelerden de izole edilebilirler

(Fickers et al., 2005).
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Herhangi eseyli tireme yapisi tanilanmadigi donemde organizmalar Candida
genusu igerisinde smiflandirilmaktaydi. Amerika Birlesik Devleti, Peoria’da
bulunan Northern Regional Research Laboratory’de Wickerham tarafindan
altmiglarin sonunda Candida lipolytica‘nin seksiiel formu identifiye edilmistir.
1945°de, bir tahil isleme fabrikasinda lif tortusunun kavanozundan izole edilen bir
kiiltiir uygun bir ortama yerlestigi zaman askus formu hifal elementlere
tutturulmus bulunmustur. Bu askuslardan izole edilen 1-4 adet spor ¢esitli boyut
ve sekildedir ama bu sporlarin yasama kapasitesinin ¢ok diisiik oldugu
bulunmustur. A ve B olarak isimlendirilen iki esem tipi eseyli iireme esnasinda
identifiye edilebilir. Neredeyse diger biitiin tiirlerden izole edilen yabani tipler bu
iki esem tipinden biriyle ¢ok diisiik frekansta da olsa eslesmektedir, bu da ¢ogu
dogal izolatin haploid (nadiren diploid) oldugunu goéstermektedir. Eseyli form
onceleri  Endomycopsis lipolytica  (Wickerham, 1970) daha sonra
Saccharomycopsis lipolytica (Yarrow, 1972) ve son olarak Yarrowia lipolitica
olarak siniflandirilmistir (Barth and Gaillardin, 1997; Akpinar, 2008).

1990’ larin basinda baslayan filogenetik yaklasimlari kullanilarak mayalarin
tekrar smiflandirma g¢abalar1 sayesinde Y. lipolyitica’ nin ve onun anamorfik
tiirlerinin filogenetik yerlesimi gerceklestirilmistir. rRNA’ 1n kiiglik alt birimi ve
26S rRNA’ in kismi gen sekanslarinin karsilagtirilmasi ile Y. lipolyitica’ nin
kendisine en yakin olan bircok Candida iiyesi ve bilinen askomisetik maya
genuslarindan filogenetik olarak uzak oldugu ve ayrica en yakin akrabalik
iliskisinin Wickerhamiella domercqiae tiirii ile oldugu gosterilmistir. Y. lipolyitica
0 zamandan beri bir¢ok farkli mayay: barindiran Hemiascomycetes i¢inde yer
almaktadir (Groenewald et al., 2013).

Cesitli gozlemler Y. lipolytica’nin diger askomisetik mayalardan oldukga
farkli oldugunu gostermektedir: yiiksek G+C igerigi, rDNA bolgesinde ITS ve
ETS bolgelerinin alisik olunmayan yapisi (Deak, 2006; Deak, 2007), yiiksek
Okaryotlara benzer biiyiikliikteki snRNA (Barth and Gaillardin, 1997) ve
endoplasmik retikuluma dogru proteinlerin tagimmasinda goérevli olan sinyal
tanima partikiillerini kodlayan 7S RNA’lara sahiptir. S. cerevisiae, K. lactis, veya
C. albicans’daki eslenigindeki homolog genler diisiik seviyede benzerlik

gostermektedir (tipik olarak amino asit seviyesinde % 50-60 oraninda),
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dolayisiyla Southern hibridizasyonu vasitasiyla homolog genleri klonlanmaya
kalkismak bir¢ok durumda engellenmistir. Naumova ve ark., (1993) Y. lipolytica
genlerinin  Saccharomycopsis, Endomyces veya Endomycopsella genusunun
tirlerinin DNA’lan ile ¢ok iyi hibridize olmadigi belirtilmislerdir. Eskiden bu
genuslarin bazilart Y. lipolytica gibi ayni genus altinda smiflandiriliyorlardi.
Benzer olarak, Y. lipolytica’ nin S. cerevisiae’da direkt olarak ifade edilen ¢ok az
geni mevcuttur, RNA polimeraz II promotorlar1 ve/veya ilgili transkripsiyon
faktorleri ise oldukga farklidir. 7S RNA genleri, intron yapisi ve ARS fonksiyonu
hakkindaki son zamanlardaki veriler, bu tiirlin diger bircok mayayla
karsilastirildigi zaman oldukca kendine 6zgii oldugu saptanmustir. Iyi korunmus
fonksiyonlara sahip genlerinin (glikolitik genler, ribozomal RNA genleri)
sekanslarin1 karsilagtirmaya dayanan evolusyoner agaglar, Y. lipolytica’ nin bir
dalimin S. pombe’ den ayrildigint diger dalinin ise diger askomisetik mayalardan
ayrildigini gostermektedir (Barth and Gaillardin, 1997). Bu ayrilmanin gergekten
pozitif bir tarafi Y. lipolytica ve diger maya genleri arasindaki yapisal korumanin
gozlenmesidir. Y. lipolytica mayasinin diger maya tiirlerinden ayirt edici birgok

yapinin olmasit bu mayanin tanilanmasinda faydalar saglamaktadir. (Akpinar,
2008).

Knutsen ve arkadaslar1 (2007) Yarrowia ve onunla yakin iligkili Candida
tirleri arasindaki filogenetik yakinligi kurmak i¢in D1/D2 domaininin ve ITS
bolgesinin sekans analizi, PCR-aracili parmak izi analizi, DNA-DNA
reassosiasyonu, esem deneyleri gibi birgok teknikten faydalanmis ve Y. lipolytica
ile Candida deformans’ in birbiri ile yakin tiirler oldugu bulunmustur. Kurtzman
et al. (2011)’ a gore, birgcok Candida tiirii Yarrowia genusu ile yakindir: C.
deformans, C. galli, C. hollandica, C. oslonensis, C. alimentaria, C.
phangngensis, C. yakushimensis ve C. hispaniensis. Adi gecen Candida tiirleri
ITS ve D1/D2 bolgeleri Y. lipolytica ile benzerlik gostermektedir ve diger maya
tirlerinden kolaylikla ayrilabilmektedir. Ciinkii ITS bolgeleri ve DI1/D2
domainleri Yarrowia genusu tiirlerinin identifikasyonu igin giivenilir bir aragtir
(Knutsen et al. (2007); Groenewald et al., 2013).

2013 yilinda Amterdam’ da toplanan mikologlar, fungal siniflandirmada

funguslarin karakterizasyonu temel olarak kendi filogenetik gruplamalarina gore
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yapilacagi karari alimmistir. Bu karar fungal siniflandirma ve Yarrowia genusu
tizerine biiylik bir etki saglayacaktir. Ciinkii bundan sonra birgok Candida tiirii

Yarrowia genusu altinda verilecektir (Groenewald et al., 2013).

2.4.2 Fizyolojisi

Y. lipolytica zorunlu aerobik bir maya olup n-alkanlar, yag asitleri, yaglar
gibi hidrofobik substratlar1 sahip oldugu spesifik matabolik yol izleri ile etkili bir
bi¢imde pargalama kapasitesindedir (Coelho et al., 2010). Y. lipolytica n-alkanlar1
ve l-alkenleri karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir. Bu maddelerin
asimilasyonunda ilk asama, hiicre yiizeyinde kii¢iik damlaciklar olusturarak bu
maddelerin 6ziimsenmesine yardimci olacak emiilsifikasyonu saglamasidir.
Lipozan adi verilen 27 kDa biiyiikliigiindeki bir emiilsifer hiicler n-alkanlar
tizerinde biiyiirken indiiklenmektedir. Hiicre igine n-alkanlar girdikten sonra, n-
alkanlar bir sitokrom P-450 monooksigenaz sistemi ile hidroksillenmektedir.
Sitokrom P-450 birgok Y. lipolytica straininde saptanmistir ve bu enzimin sentezi
n-alkanlar tizerinde biiyiirken indiiklenirken; glukoz, etanol veya asetat iizerinde
hiicreler biiyiirken indiiklenmemektedir. ~ Sitokrom P-450 endoplazmik

retikulumum membraninda lokalize olmaktadir (Barth and Gaillardin, 1997).

Y. lipolytica glukoz, frilktoz ve mannoz gibi bir¢ok heksozlari parcalama
kapasitesindedir. Bununla birlikte, hiicre membranlar1 bu sekerlere karsi serbest
gecirgenlik gostermemektedir. Dolayisiyla, karbohidrat metabolizmasinin ilk
asamasi di- ve trisakkaritler hari¢ karbohidratlarin hiicre disinda hidrolize
edilmesidir. Karbohidratlarin tasinmasi membranda yer alan permeaz adi verilen
spesifik tastyicilar ile gerceklesmektedir. Glukoz, fruktoz gibi bircok
monosakkarit Saccharomyces cerevisiae’ da kolaylastirilmis difiizyon ile prosesi
ile gerceklesirken diger mayalarda bu durum farklilik gosterebilmektedir. Y.
lipolytica glukozu, ortamdaki glukoz konsantrasyonundan bagimsiz olarak iki

komponentli sistemle tasimaktadir (Coelho et al., 2010).

Y. lipolytica C;, veya Cy4 yag asitlerine, C16 Ve C1g doymus veya doymamis
yag asitlerine spesifik, yag asidi tastyict sistemlerine sahiptir. Oktanoik asit ve
dekanoik asit bu maya tarafindan alinamamaktadir. S. cerevisiae’ in tersine, bu

maya palmitat tizerinde biiyiidiigli zaman hizl1 bir sekilde indiiklenebilen bir hiicre
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ici 100 kDa biiyiikliigiinde yag asit tasiyicist protein sentezlenmektedir. Diislik
molekiiler agirliga sahip yag asit tastyici protein (15 kDa) bu mayanin sitozoliinde
saptanmustir. Bir anabolik agil-CoA sintetaz | aktivitesi peroksizom, mitokondri
ve sitoplazmada saptanmistir. Bu aktivite ile hiicre dis1 yag asitleri hiicre
lipitlerine  dontistiiriilir.  Katabolik  agil-CoA  sintetaz 1T  ¢ogunlukla
peroksizomlarda yer almaktadir ve yag asitlerinin f-oksidasyonundan sorumludur
(Barth and Gaillardin, 1997).

Y. lipolytica etanol iirectemezken etanolii % 3’ e varan konsantrasyonlarda
kullanabilmektedir. Etanoliin yiiksek konsantrasyonu toksiktir. Bircok NAD" ve
NADP" bagimli alkol dehidrogenazlar Y. lipolytica’ da saptanmistir (Barth and
Gaillardin, 1997; Coelho et al., 2010). Gliserol bir¢ok maya tarafindan aerobik
sartlar altinda karbon kaynagi olarak glisrol-3-fosfat veya dihidroksiaseton yol
izlerinden biri ile asimile etmektedirler (Coelho et al., 2010).

Y. lipolytica asetik, laktik, propionik, malik, siiksinik, sitrik ve oleik
asitlerini tek karbon ve enerji kaynagi olarak ¢ogu zaman besiyeri pH’ sindan

bagimsiz olarak kullanma kapasitesindedir (Coelho et al., 2010).

Birgok Y. lipolytica straini tek karbon kaynagi olarak asetat iizerinde etkili
biiyiiyebilmektedir. Ortamda sodyum asetat % 0,4 konsatrasyona varincaya kadar
tolere edilebilmektedir (Barth and Gaillardin, 1997; Coelho et al., 2010).

2.4.3 Yarrowia lipolytica’ da metabolitlerin salgilanmasi

2.4.3.1 Organik asitler

Sitrik ve Izositrik asit

Yabanil tip Y. lipolytica strainleri, karbon kaynagi olarak n-parafin tizerinde
biiyiitiildiiklerinde sitrik asit ve izositrik asidin karigimlarini salgilamaktadirlar.
Disiik akonitaz aktivitesine sahip strainlerin sitrik asit:izositrik asidi  60:40
oranindan 97:3 oranma yiikselttigini bildirmistir. Glukoz veya gliserol ortaminda
sitrat:izositrat oran1 92:8 iken n-parafin ortaminda bu oran 67:33” e diismektedir

(Barth and Gaillardin, 1997).
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a-ketoglutarik asit ve diger organik asitler

Siirli tiamin kaynaginda n-alkanlar t{izerinde biiyliyen Y. lipolytica
strainleri biiylik miktarda o-ketoglutarati salgilamaktadirlar. Ayrica metiyonin
biyosentezinde bir mutasyona sahip olan haploid bir strain glukoz {izerinde
biliyiime esnasinda bu organik asidi ¢ok fazla miktarda salgilamaktadir. Ayrica
16sin okzotrofu bir Y. lipolytica straini kullanilarak yiiksek verimli izopropilmalik
asitin diretildigi belirtilmistir (Barth and Gaillardin, 1997).

2.4.3.2 Proteinlerin salgilanmasi

Ekstraselliiler alkalin proteaz (AEP)

Y. lipolytica strainleri pH 6,8 de zengin (YPD tip) ortam iizerinde
biiytitiildiiklerinde alkalin ekstraselliiler proteazin (AEP) biiyiik miktarlarini (1-2
g/L) salgilarlar (Ogrydziak, 1988; Ogrydziak, 1993; Akpinar, 2008).

AEP, XPR2 geni tarafindan kodlanmaktadir ve XPR2 geni AEP
sentezlenmesini, salgilanmasini ve/veya aktivitesini kontrol eden en az 11 genden
biridir (Ogrydziak and Mortimer, 1977; Simms and Ogrydziak, 1981). Bu gen ve
iic farklh strainden klonlanmis ve sekansi yapilmistir (Davidow et al., 1987;
Nicaud et al., 1989). AEP subtisilin familyasimin 32 kDa luk bir proteazi olup
hiicre icinde 55 kDa luk bir prekursoriin proses edilmesiyle olusturulmustur
(Matoba and Ogrydziak, 1989; Matoba et al., 1988). Propeptidin proses edilmesi
(processing) tizerindeki tek bir bolgenin glikozasyonu ve 15-amino asit
presekansinin uzaklastirilmasini igermektedir. Golgi dipeptidil aminopeptidaz
tarafindan 9 N-terminal dipeptidlerde bulunan (X-Ala veya X-Pro) kuyrugunun
etkili  hidrolizi  gergeklestirilmis ve Lys-Arg baglantisindaki — propeptit
uzaklastirilarak olgun protein elde edilmistir. Bu fonksiyonu iistlenen
endopeptidaz XPR6 geni tarafindan kodlanmaktadir. XPR6 geni bir KEX2
homologu olup klonlanip sekansi yapilmistir (Enderlin and Ogrydziak, 1994).
Propeptidin uzaklastirilmasinin olgun proteinin katlanmasi, hiicer disina taginmasi

ve aktivasyonu i¢in gerekli olacagi gosterilmistir (Barth and Gaillardin, 1997).
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AEP sentezinin regiilasyonu komplekstir ve hiicrenin karbon, azot, kiikiirt,
pH ve diger durumlarindan etkilenmektedir. Bir promotor c¢alismasi sunlarla
baslamaktadir; internal delesyonlar ve in vivo footprint TATA box’tan 700 bp
(UAST) ve 40 bp (UAS2) upstreaminde yerlesen iki ana UAS’ler oldugu
gosterilmistir (Blanchin-Roland et al., 1994). Her bir UAS’in genel transkripsiyon
faktorleri (RAP1- ve c¢ogunlukla ABF1-benzeri) i¢in hedefler icerdigi
gorinmiistiir. Bu UAS’lar LEU2 TATA box ve inisiasyon bolgesini olusturan
minimal bir promotoru aktive edebilmektedir. XPR2‘nin transkripsiyonel
kontroliinii etkileyen rastgele mutasyonlar en az dort lokusu etkilemis ve
identifiye edilmistir. Bunlardan biri ¢inko-parmak transkripsiyonel aktivatorii
(Y1Rim1p) olup, bu aktivatér ¢evre pH’s1 tarafindan kontrol edilen senteze ve
aktiviteye sahiptir (Barth and Gaillardin, 1997; Akpinar, 2008).

Asit ekstraselliiler proteaz

Y. lipolytica strainleri pH 4,0’ da protein icerigi agisindan zengin (YPD tip)
ortami {izerinde biiyitiildiiklerinde bu ortamda asit proteaz aktivitesi saptanmistir.
Onceleri, 28, 32 ve 36 kDa boyutlarinda ii¢ protein tiiriiniin oldugu diisiiniilse de
son yaymlarda bu ii¢ proteinin tek bir asit proteazin kismi pargalanma {irtinleri
oldugu bulunmustur. Ilging olan ise asit proteaz indiiksiyonunun, AEP
indiiksiyonunda besiyeri pH’ s1 hari¢ kullanilan sartlara ¢ok benzemesidir. Asit
proteazt kodlayan genler klonlanmis ve sekansi saptanmuistir. Asit proteaz,
alistlmisin - disinda 5> upstream  bolgesinde bir  preproenzim  olarak
kodlanmaktadir. Ilging olan ise hem asit hem de alkalin proteazin bazi promotor

parcalarinin korunmus olmasidir (Barth and Gaillardin, 1997).

Ekstraselliiler Riboniikleaz (RNaz)

Salgilanmis bir RNase aktivitesi alkalin proteaz salgilayan sartlar altinda
biiyiiyen Y. lipolytica kiiltiirlerinde taranmistir, 45 kDa’ luk protein AEP
tarafindan 43 kDa ve 34 kDa lik proteinlere kismi degrede olmaktadir (Cheng and
Ogrydziak, 1987). RNase muhtemelen bir 73 kDa luk glikozillenmis prekiirsor
olarak sentezlenmektedir (Cheng and Ogrydziak, 1987; Akpinar, 2008), ancak bu

fikrin dogrulanabilmesi icin proteinin salgilama yol izinde gorev alan genlerin
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tanilanmasi gerektirmeketedir (Barth and Gaillardin, 1997). Nitekim Dujon ve
ark. (2004) yapilan ¢alismada RNaz enziminin ve bu enzimin salgilanmasinda

gorev alan genler tanilanmistir.

Ekstraselliiler Fosfataz

Y. lipolytica strainleri inorganik fosfat kaynaklar1 agisindan eksik bir
ortamda biiyiitiildiiklerinde hiicre ¢eperine bagli bir asit fosfataz aktivitesi
indiiklenmektedir. 90 — 200 kDa molekiil agirliginda glikozillenmis bir protein
saflastirllmis ve endoglikosidaz uygulamasi ile 60 kDa’ luk bir proteine
cevrilmistir. Antikor denemeleri sonucunda bu proteininin S. cerevisiae major asit

fosfataziyla iliskilendirilmistir (Barth and Gaillardin, 1997).

Ekstraselliiler lipaz ve esteraz

Y. lipolytica strainleri, gliserol esterinin 1 ve 3. pozisyonlarindaki oleil
rezidiillerine kars1 bir lipaz aktivitesi gostermektedir. Lipaz aktiviteleri bir¢ok
arastiric1 tarafindan farkli strainlerde denenmistir. Calisilan lipazlardan birisi
optimum pH’ s1 6,2—6,5 civarinda olup hiicre ¢eperinde gomiilii sekilde glukoz
varhigindan etkilenmeyecek sekilde faaliyet gostermektedir. Ikinci lipaz aktivitesi
sorbitan monooleat ile indiiklenmekte ve ekstraselliiler sivida gorev yapmaktadir.
Ekstraselliiler lipaz bir stabilizer/aktivator olarak oleik aside gereksinim
gosterirken; ¢epere-bagl lipazlar oleik aside gereksinim gostermez ve bu 6zelligi
ile ekstraseller lipazdan farklilik géstermektedir. Ayrica, Y. lipolytica lipazi 2.,4-
dimetilglutarik ~ asit ~ monoesterleri  ve  mezo-siklopentan  diollerin
transesterifikasyonu gerceklestirme kapasitesinde oldugundan deri endiistrisinde

veya peynir yapiminda kullanilabilmektedir (Barth and Gaillardin, 1997).

2.4.4 Yarrowia lipolytica’ da Dimorfizm

Dimorfizm ¢evre sartlarina bagh olarak funguslarin maya-benzeri tek hiicre
ya da misel olusturma kapasitesi olarak tanimlanabilir. Dimorfizm fenomeni
birgok fungus i¢in olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii bu funguslarin insan veya bitkilerde
patojen olmasinda yani fungus virulansiyla direkt iligkilidir. Bu komplesk

fenomenin g¢evresel degisikliklere cevap olarak hiicresel diizenin biyiik
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modifikasyonuna gereksinimi olmaktadir. Mayadan misele gegis unipolar biiyiime

ve asimetrik boliinme ile iligkilidir (Coelho et al., 2010).

Y. lipolytica® nin yabanil tip strainleri diiz, parlaktan ¢ok kivrik ve mat
olabilen c¢esitli koloni sekillerini géstermektedir. Koloni morfolojisi hem biiylime
sartlarina (aerasyon, karbon ve azot kaynaklari, pH vs.) hem de strainin genetik alt
yapisina dayanmaktadir. Yabanil tip izolatlar ¢esitli koloni tiplerine neden
olabilmektedirler, her biri diger tiplere neden olabilmektedir: bu dengesizligin

(instability) nedeni laboratuar strainlerinde gozlenmemistir ve bilinmemektedir

(Barth and Gaillardin, 1997; Akpinar, 2008).

Y. lipolytica dogal bir dimorfik fungustur. Dimorfik maya hiicreleri hem
pseudohif hem de septali hif olustururlar (Barnett et al., 2000). Ger¢ek miseller
genisligi 3—5 pm ve boyu birka¢c mm’ye varan septali hiflerden olusmaktadir.
Apikal hiicreler siklikla 100 pm’yi ge¢cmektedir, halbuki segmentleri 50-70 pum
boyutundadir. Her segmentte tek bir nukleus vardir. Septalar diger filamentdz
mayalara benzemeyecek sekilde askomisetik-tip sentral por gostermektedir ve
endoplazmik retikulum bir segmentten digerine gegebilmekedir (Kreger-van Rij
and Veenhuis, 1973; Akpinar, 2008; Coelho et al., 2010).

pH dimorfik gecis icin en 6nemli parametrelerden birisidir. Misel olusumu
maksimum olarak notral pH civarinda gerceklesirken, pH 3 gibi diisiik pH’ larda
bu olay gerceklesmemektedir. Son olarak besiyerinin baslangic pH’ sindan ¢ok
final pH’ smin dimorfizm agisindan 6nemli oldugu birgok arastirict tarafindan
belirtilmistir Y. lipolytica® in yiiksek aliimiinyum (Al) konsantrasyonlarinda (0,5—
1 mM AIK(SOy),) biiyiimesi etkilenmemektedir. Ancak Al elementi, maya-hif
doniistimiinii inhibe ederek hiicre morfolojisinde degisiklige sebep olmaktadir.
Glukoz ve amonyum gibi karbon ve azot kaynaklari ise misel olusumu igin
onemlidir. Ayrica Y. lipolytica hiicreleri hayvan serumunda biiyiitiildiiklerinde
miselial gelisim gostermektedirler (Coelho et al., 2010).

Fungal dimorfik gelisiminde etkili olan dis sinyallerin aliniminda iki sinyal
transdiiksiyon mekanizmasi is gormektedir. Y. lipolytica mayasinda mitojen

aktiviteli protein kinaz (MAPK) ve siklik-AMP bagimli protein kinaz (PKA) yol
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izleri birbiri ile zit caligmaktadir. MAPK sinyal yol izi miselial biiylime icin
gerekli iken fonksiyonel PKA yol izi maya-benzeri formun biiyiimesi igin
gereklidir (Coelho et al., 2010).

Kullanilan strainlere bagl olarak farkli hiicre sekillerinin oran1 muhtemelen
koloni  seviyesinde  gozlemlenen  morfolojik  farkliliklara  bakilarak
aciklanmaktadir. Giivenilir sartlar bilinmemektedir; bununla birlikte, maya
hiicrelerinin 6ncelikli sekline sebep olur veya miselial gelisimi indiiklemektedir
(Barth and Gaillardin, 1997). Miselial gelisim hem magnezyum siilfat ve ferrik
kloritin eksikliginde hem de sistein ve indirgenmis glutathione’un eklenmesiyle
inhibe edilmektedir. Rodriguez and Domiguez (1984) tek karbon kaynagi olarak
N-asetilglukozamin i¢ceren minimal bir ortamda maya-misel doniisiimiinii tam ve
iretken indiiklemislerdir, fakat bu strain bagimli gibi goziikkmektedir. Guevara-
Olvera ve ark., (1993) N-asetilglukozamin igeren ortamda inokulasyon esnasinda

hiicreler 1s1 sokuyla maya-misel doniisiimiinii tesvik etmislerdir (Akpinar, 2008).

Bazi ¢alismalar maya-hif doniisiimii esnasinda olusan fizyolojik degisikleri
taramay1 calismaktadir (Barth and Gaillardin, 1997). Maya ve hifsel hiicre
komposizyonlarinin karsilagtirilmas: gostermistir ki hifsel ceperlerde amino-
sekerler ve indirgenmis protein igerigi daha fazla bulunmaktadir (Vega and
Domiguez, 1986). Ayrica N-asetilglukozamin igeren ortamda biiyiitiilen hifsel
hiicrelerde ornitin dekarboksilaz aktivitesi ve poliamin hiicre havuzu artmistir

(Barth and Gaillardin, 1997; Akpinar, 2008).

SEC14, GPR1 (Barth and Gaillardin, 1997) genlerinde mutasyonlar ile
XPR6’nin delesyonu mayadan hif doniisiimiine giiclii etkileri oldugu goriilmiistiir.
Bununla birlikte, bu doniigiimiin regiilasyonunda direkt olarak igerilen bu genler
tarafindan kodlanan proteinler bilinmemektedir. Morfolojik mutantlar tamamen
hif olusturamamaktadir. Hif formu kolonilerin gdrsel kontroliinden sonra

kolaylikla se¢ilmektedir (Barth and Gaillardin, 1997; Akpinar, 2008).

2.4.5 Yarrowia lipolytica’ in Genomu

Y. lipolytica® in G+C oram1 % 49,6-51,7 olup eksponansiyel biiyliyen

haploid hiicrelerin deoksiadenosin tayini ile genomunun yaklasik 11 Mb oldugu



47

ve S. cerevisia genomundan daha kiigiik oldugu saptanmistir. Pulsed field jel
elektroforezi ile yapilan kromozom ayrimi ile yabanil tip strainlerin boyutlarinin
(12,7-22,1 Mb) beklenenden daha fazla oldugu saptanmustir. Farkli strainler
arasinda kromozom uzunluklu polimorfizm denemelerinde kromozom sayilarinin
4—6 arasinda degistigi belirtilmistir. Farkli genetik yapilara sahip olan dogal Y.
lipolytica izolatlar1 arasinda diisiik spor olusturma oranit gdzlemlenmistir.
Sistematik bir arastirmada 24 yabanil tip izolatta DNA plasmidi saptanmamistir

(Barth and Gaillardin, 1997).

Y. lipolytica® in mitokondrial genomu yiiksek yogunluga sahiptir (1,687 g
cm™®) ve GC oram % 24,9’ dur. 14,5 mm halkasal bir molekiilden meydana
gelmektedir. Y. lipolytica® in mitokondrial genomunda S. cerevisiae ve K. lactis’
de oldugu gibi korunmus ATPaz alt birimleri, rRNA ve 4S RNA i¢in genleri
bulunmaktadir (Barth and Gaillardin, 1997).

2.4.6 Yarrowia lipolytica mayasinin endiistriyel uygulamalari

Y. lipolytica® in hidrofobik substratlar1 etkili kullanimi, metabolit ve
proteinleri yiiksek miktarda salgilama kapasitesi gibi spesifik 6zelliklerinden

dolay1, bu maya farkli uygulama alanlarinda hizli bir sekilde kullanim alani

bulmustur (Barth and Gaillardin, 1997).

2.4.6.1Y. lipolytica mayasindan tek hiicre proteini (SCP) ve tek hiicre vag:
(SCO) iiretimi

Yarrowia lipolytica mayasinin endiistriyel kullanimi ilk olarak British
Petroleum (BP) tarafindan gergeklestirilmistir. 1950 ve 1970’ lerde ¢ok sayida
sitket farkli mikrobiyal kaynaklar1 (bakteri, kiif, maya ve alg) yiiksek kaliteli
protein (tek hiicre proteini) elde etmek icin biiyiik 6lgekli iiretimi yoniinden
arastirmiglardir. Biyokiitle gelisimi icin etanol, metanol gibi petrol ve diger
endistrilerin atiklart kullanilmistir (Groenewald et al., 2013). 1960’ larin
ortasindan 1980’ lere kadar, Y. lipolytica n-alkanlardan tek hiicre proteini (SCP)
tiretmek i¢in biiylik Olgekli fermentdrlerde kullanilmistir. Son yillarda ise bu
teknolojiler, kakao-yaginin yerine alacak tek hiicre yaginin (SCO) iiretimi igin

kullanilmaktadir. Endiistriyel yaglar ve gliserolde yapilan c¢alismalar sonucunda
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lipid komposizyonu modifiye edilerek tek hiicre yaglari elde edilmistir (Barth and
Gaillardin, 1997).

2.4.6.2 Y. lipolytica mayasindan ara molekiillerin iiretimi

Yarrowia lipolytica mayas1 6zellikle TCA-dongiisii ara metabolitleri olan
sitrik asit (CA), izositrik asit (ICA), 2-ketoglutarik asit (KG) ve purivik asit (PY)
gibi organik asitleri bol miktarda iiretip besiyerine salgilama yetenegi ile
taninmaktadir (Barth and Gaillardin, 1997; Kamzolova et al., 2009, 2012; Moeller
et al., 2011; Rywinska et al., 2012; Groenewald et al., 2013). Bu organik asitler,
azot kaynagi, tiamin, fosfat ve mineral tuz bilesiklerinin (P, S, Mg) eksikliginde
ve diisiik maliyetli karbon kaynaklarindan (alkanlar, bitkisel yaglar, etanol, melas,
nigasta hidrolizat1) {retilmektedir. Azot agligi CA ve ICA salgilamasini
tetiklerken; diisik pH’ da tiamin eksikliginde temel olarak KG ve PY
salgilanmaktadir. Y. lipolytica geleneksel olarak melas iizerinde biiyiitiilen
Aspergillus niger’ in sitrat liretme prosesine alternatif olarak Onerilmektedir.
Clinkii geleneksel prosesde ¢evreye zararli 6nemli miktarlarda kati1 ve sivi atik
birikimi olmaktadir. Farkli substratlari sitrik asit iiretiminde kullanan Y. lipolytica
mayast kesikli beslemeli fermentérde 250 g/L° ye varan CA {iretme
kapasitesindedir. Dahasi, Y. lipolytica seker toleransi, iiriin izolasyonunun
kolaylig1, atitk minimizasyonu gibi avantajlar da saglamaktadir. Bununla birlikte,
CA firetiminde Y. lipolytica’ in kullanilmasinin bir dezavantaji CA ve ICA’ in es
zamanli olarak iiretilmesidir. Glukoz, gliserol veya etanol lizerinde CA/ICA orani
90:10 iken bu oran trigliseritler ve alkanlar iizerinde 60:40° a diismektedir.
Ayrica, Y. lipolytica KG’ y1 % 90 verimlilikle alkanlarin varliginda
biyitildigiinde 195 g/L civarinda bir verimle tiretilmistir. Bu tiretim seviyeleri Y.
lipolytica’ m CA ve KG iiretimi i¢in kullanigh olabilecegini gostermektedir.
(Barth and Gaillardin, 1997).

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi (US FDA) sitrik asit
tiretiminde Y. lipolytica mayasinin kullanilmasint “genellikle giivenilir kabul
edilir’ (GRAS) statiisiinde degerlendirmektedir. Yaklagik 45 yil once, Pfizer
sirketi sitrik asit i¢in Yarrowia-temelli bir proses gelistirmis, daha sonra Pfizer

sirketi sitrik asit isletmesini Archer Daniels Midland sirketine satmis ve hala bu
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sirketin Decatur’da bulunan fabrikasinda sitrik asit tiretimi Yarrowia lipolytica

kullanilarak gerceklestigi literatiirde belirtilmektedir (Groenewald et al., 2013).

2.4.6.3 Y. lipolytica’ in Bivoremediasyonda Kullanimi

Hidrokarbon ile kontamineli topraklarin biyoremediasyonu

Petrol kirliligi ekolojik ve cevresel zararlarinin en dnemli sebeplerinden
birisidir. Bu olay karada, denizde ve i¢gme sularmin bulundugu c¢evrelerde
meydana gelmektedir. Y. lipolytica’ in strainleri petrol ile kirlenmis topraklardan
izole edilip biyoremediasyon g¢alismalarinda kullanilmaktadir. Avusturya’ I bir
grup Alp daglarindan izole ettikleri bir psikrofilik Y. lipolytica straini bir sensor
olarak kullanmislardir. Laboratuar ¢alismalarinda bu strain 0-30 °C sicakliklari
arasinda biiylimekte olup (optimum 15-20 °C) dizel yaglarinin % 68’ ini 10 giin
icinde pargalamistir. Alp daglarinin biyoremediasyonunda bu strain ile yapilan
daha ileri c¢aligmalar ile bu strainin toprakta bulunan toprak flora
mikroorganizmalarin1 inorganik fertilizasyon ile biyolojik olarak uyararak
psikrofilik strainlerin biyo-kiitle artisina kiyasla ¢ok daha verimli bir
biyoremediasyon sistemi oldugunu géstermistir. Y. lipolytica RM7/11 straininin
saf hidrokarbon parcalama yetenegini de arastirilmis ve 10°C, 8 giiniin sonunda n-

hekzadekanin % 40’ 1, n-dodekanin % 35’ i par¢calanmistir (Bankar et al., 2009).

Bu psikrofilik izolatin en 6nemli uygulamasi, orta uzunluklu alkanlarin
gbzlenmesi i¢in bir biyosensor olarak kullanilmasidir. Geleneksel olarak,
alkanlarin analizi, olduk¢a maliyetli olan s1vi kromatografi ve gaz kromatografi-
kiitle spektrofotometri gibi duyarli tekniklerle yapilmaktadir. Bununla birlikte,
baz1 teknikler yerinde bilyiik alan gdzlenmesi icin uygun degildir. Ornek
hazirlama ve ekstraksiyon siireci zaman alic1 ve pahali olup bazi cihazlar 6zel
ekipman ihtiyaci da bulunmaktadir. Bu engelleri agmak icin yukarida bahsi gegen
psikrofilik Y. lipolytica RM7/11 straini temelli bir biyosensor klasik sisteme
alternatif olarak gelistirilmistir. Sensor olusturulurken hiicreler cam boncularin
izerine polietilenimin kullanilarak immobilize edilmis ve daha sonra kapali bir
cam kolonda paketlenmistir. Alkan asimilasyonu prosesi esnasinda oksijen

tilkketimi bir Clark oksijen elektrodu kullanilarak saptanmistir. Dedektor ile
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kaydedici arasindaki baglanti ile ¢ikan alkan on-line olarak gozlemlenmistir.
Oksijen tiiketimi ve dodekan konsantrasyonu arasinda linear iliski 20 °C* de 100
mM’ a kadar gozlemlenirken, en az saptama sinir1 da 3 mM’ dir. Bu sensor soguk
iklimlerdeki biyoremediasyon prosesini ve yer alti sularmin in situ analizini
gerceklestirmede de kullanilabilecegi belirtilmistir. Bu rapor olasi bir alan
uygulamasi gelistirmek i¢in Y. lipolytica’ in 6nemini vurgulamaktadir (Bankar et
al., 2009).

Sucul cevrelerde biyoremediasyon

Denizlerde rutin gemi tasimaciligi, tankerlerden petrol transportu, gemileri
dengelemekte kullanilan safra suyunun denizlere birakilmasi gibi bir¢ok faktor
tarafindan siirekli kirlenmektedir. Diger taraftan, petrol tanker kazalari, deniz asir1
petrol platformlarindan kagaklar gibi kirletici sebeplerde deniz ve okyanuslarda
akut petrol kirliliginin sebebidir. Tuzu tolere edebilen Y. lipolytica NCIM 3589
straininin Hindistan’ daki ham petroliin alifatik fraksiyonunu biiyilik o6lgiide
degrede edebildigi rapor edilmistir. Bu strain ayrica saf alkanlardan n-hekzadekan
(% 60), n-tetradekan (% 50), n-oktadekan (% 45), n- dekan (% 40) ve n-dedekani
(% 40) 24 saat icerisinde parcalamaktadir (Zinjarde et al., 1998; Bankar et al.,
2009).

Acik cevresel sistemlerde, islevsel mikroorganizmanin diliisyon etkisini
engellemek i¢in iki ana strateji kullanilmaktadir: (i) yag-su ara yiizeyinde spesifik
olarak  oleofilik  giibrelerin  kullanimi, (i1)  hidrokarbon  pargalayan
mikroorganizmalarin immobilizasyonudur. Parafinize edilmis magnezyum
amonyum fosfat formunda oleofilik giibrenin kullanim1 petrol par¢alamasini %
10-15 oraninda arttirmistir. Biitiin-hiicre immobilizasyon prosesi de bu sistemlere
basarili bir sekilde uygulanmistir. Y. lipolytica NCIM 3589 agar-aljinat kompozit
boncuklara immobilize edilmisitir ve aljinat hidrokarbonlarin par¢alanmasi igin
uygun yiiksek porosite saglamistir. Baz1 immobilize hiicreler alifatik fraksiyonlar
cok etkili bir sekilde parcalamis ve siirekli bicimde kullanilmistir (Zinjarde and
Pant, 2000). Diger bir Y. lipolytica straini (180) petrol-absorbe edici poliiiretan
kopiige (PUF) immobilize edilmis ve su ylizeyinden petrol filmini etkili bir

bigimde parcalamistir. Yapilan denemeler sonucunda, test edilen Arap hafif
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petroliiniin alifatik fraksiyonunun % 50’ sini ve aromatik fraksiyonun % 20 — 25’
ini parcaladigi gosterilmistir. Ayrica, Y. lipolytica immobilizasyonunda kitinin
kullanilmasimin daha uygun bir matrik olacagi da belirtilmistir (Bankar et al.,
2009).

Hidrokarbon parcalanmasi ile iligkili ¢alismalarin ¢ogu laboratuar
seviyesindedir. Bununla birlikte, petrolle kirlenmis kumlu alanlarin dogal
sartlarini simiilasyonu {izerine yapilan bir raporda, alkan par¢alanmasi esnasinda
Candida maltosa ve Yarrowia lipolytica mayalarinin dominant olduklar1 ve ayrica
Pichia stipitis, Candida shehatae ve Candida tropicalis gibi diger maya

strainlerinnden ¢ok daha etkili olduklar1 gdsterilmistir (Bankar et al., 2009).

2.4.6.4 Atiklarin azaltilmasinda Y. lipolytica’ in kullanilmasi

Farkli Y. lipolytica strainleri bir¢ok atigin uzaklastirilmasinda
kullanilmaktadir. Ozellikle zeytin karasuyu (OMW) ve palmiye yag1 atik suyunun
(POME) degerlendirilmesinde etkilidirler. Zeytinyagi islenmesinden agiga ¢ikan
yiiksek kimyasal oksijen ihtiyacina sahip (COD) zeytin karasuyu ozellikle
Akdeniz havzasinda ciddi problemlere sebep olmaktadir. Zeytin karasuyunun
islenmesinde Y. lipolytica ATCC 20255 straini basarili bir sekilde kullanilmistir.
Bu strain 24 saat i¢inde kimyasal oksijen ihtiyacim1 % 80 oraninda azaltmistir.
Biyo-kiitle verimi (tek hiicre proteini) 22,45 g/’ dir. Bagka bir Y. lipolytica
straini (PO1) kimyasal oksijen ihtiyacin1 % 41,22” ye kadar indirgemis ve diger
strainlerin bazilar sitrik asit Uretirken diger strainlerde yiiksek lipaz aktivitesi

gostermistir (Bankar et al., 2009).

Diger bir caligmada ise Y. lipolytica W29 straini kalsiyum aljinata
immobilize edilerek yag atik sularin1 50 saat iginde parcalayarak kimyasal oksijen
ihtiyacini 2000 mg/L civarina indirmistir. Y. lipolytica NCIM 3589 straini palmiye
yagi atik suyunu 48 saat icerisinde % 90 oraninda azaltigi rapor edilmistir (Bankar
et al., 2009).
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2.4.6.5Y. lipolytica mayasinin bivodoéniisiimde kullanilmasi

y-lakton aromasinin iiretimi

v-Dekalakton meyve yaglarinda bulunan aromalardir. Cilek, kayis1 ve seftali
gibi baz1 meyve aromalarinin formiilasyonunda ve ayrica ekmek ve viski gibi
birgok fermente iiriinde kullanilmaktadir. Tat katma uygulamalarinda en 6nemli
uygulama alanini laktonlar olusturmaktadir ve yillik yiizlerce tona varan pazari
bulunmaktadir. Hint yaginin Y. lipolytica tarafindan mikrobiyal olarak kolayca
laktonlara donlismektedir ve bu prosesten elde edilen verim en yiiksek {iriin

konsantrasyonuna ulagmaktadir (Fickers et al., 2005).

Bu siiregte, 4-hidroksi-dekanoik asidin (C10) olusumuna kadar risinoleil-
CoA’ m (C18) B-oksidasyonuna gerek duyulmaktadir. Uretimin en onemli
pargasin1 B-oksidasyonun kontrolii olusturdugundan agil-CoA oksidaz eksik Y.
lipolytica mutantlar1 verim artisinin daha iyi anlasilmasini saglayacaktir. Bu
amagla iki strateji uygulanmistir: (i) C10 lakton-Onciillerinin -oksidasyonunun
azalatilmasi; (ii)) C10° dan daha kisa acil-CoA’ in [B-oksidasyonunda igerilen
enzimlerin delesyonu ile aroma bilesiklerinin par¢alanmasidir. Ikinci strateji igin,
iki P-oksidasyon dongiisii arasindaki metabolitlerin varligi global agil-CoA
oksidaz aktivitesinin azaltilmasi yolu ile avantajli hale gelmektedir (Fickers et al.,
2005).

Hekzanal aroma iiretimi

Y. lipolytica mayasinin hidrofobik substratlara karst olan egilimi ve lipit
tirevli bitkisel aroma tiiretimi i¢in heterolog bir biyo-doniisiim sistemini ifade
edebilmesi icin bu tiirlin secilimini arttiran genetik araclar1 da diisiindiigiimiizde,
lipoksigenaz/hidroksiperoksidaz liyaz (HPL) yol izinin {iriinleri olan bu iiriinler,
bitki stresine kars: iiretilmektedir. ilk enzim poly-doymamis C18-yag asitlerini
ikinci bir enzim ile pargalanacak olan hidroksiperoksidazlara doniistiirmektedir.
Bu bilesikler ugucu aldehitler olup bitkilerin lezzetlerinde bir artisa sebep
olmaktadir. Bazi proseslerde bitkilerden bu firiinleri iiretmek i¢in gelistirilmekle

birlikte liyazlarin biiyiik instabilizasyonu nedeniyle iiretim c¢ok kisa siirede
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durmaktadir. Y. lipolitca’ da HPL ifadesi daha fazla hekzanalin yiiksek verimle

tiretilmesini saglamistir (Fickers et al., 2005).

Y. lipolitca’ da 2,4,6-trinitrotoluen (TNT) transformasyonu

Son 20-30 wyildir, 2,4,6-trinitrotoluen (TNT) gibi patlamalar sonucunda
topraklar, yiizey sular1 ve yeralt1 sulan kirlenmektedir. TNT karsinogenik 6zellik
gostermesinden dolay1 biyoremediasyonu zorunlu kimyasallardandir. Y. lipolitca
tarafindan TNT detoksifikasyonunda iki yol izinden ger¢eklesmektedir: (i) direkt
aromatik halkanin indirgenmesi ve (ii) nitro grubunun indirgenmesi. Tropikal
denizsel Y. lipolitca NCIM 3589 straini TNT’ yi tek karbon ve azot kaynagi
olarak kullanamamaktadir. Ancak glukoz ve amonyum siilfat igeren besiyerlerinde
TNT’ yi tamamen transforme etmektedir. Ana yol izini olusturan nitro gruplarinin
indirgenmesi asamasi sonucunda amino tiirevleri (turuncu renkli) olusmaktadir.
Bununla birlikte, glukoz konsantrasyonunda bir artis hidrit-Meisenheimer
kompleksi (H-TNT — kirmizi sarap renginde) ara molekiil olusumasi ile halka
indirgenmesi saglanabilmektedir. Bu hidrit, daha sonra, 2,4-dinitrotoluen ve 2-
nitrotoluene ardigik sekilde denitre edilmekte ve bu iki bilesikte diger
mikroorganizmalar tarafindan substrat olarak kullanilarak TNT’ in tamamen

detoksifikasyonunu saglamaktadir (Bankar et al., 2009).

Ekonomik onemi olan iiriinlerin biyotransformasyonu

Y. lipolitca eritritol ve mannitol iiretiminde 6zellkle uzak doguda
kullanilmaktadir. Ciinkii eritritol tatlandirici, aroma arttirici, formiilasyon
yardimcisi, nem tutucu, stabilizer, kivam arttirici ve metal baglayict gibi
ozelliklerinden dolay1 gida katkisi olarak kullanilmakatadir. Cin, Japonya, Kore
ve Norveg’ de dagitilan bu iirliin Yarrowia-tiirevli eritritoliin GRAS basvurusu

yapilmigtir (Groenewald et al., 2013).

Yag cisimcikleri adi verilen ve Y. lipolytica’ in hiicre igerisinde biiyiik
miktarlarda biriktirilen bu {iriin lipofilik {dirlinlerin asir1 iiretimi igin yenilik
sunmaktadir. Linoleik asit yabanil Y. lipolytica hiicreleri tarafindan

sentezlenmektedir, buna karsilik genetik miihendisligi yontemleri kullanilarak
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elde edilen rekombinant strainler eicosapentaenoic acid (EPA), docosahexaenoic
acid, arachidonic acid, konjuge linoleik asit veya y-linoleik asitleri agiri miktarda
iiretmekte oldugundan Amerikan Gida ve ila¢ Dairesine (FDA) Yarrowia-tiirevli
EPA-zenginlestirilmis yaglar i¢in GRAS basvurusu yapilmistir (Groenewald et
al., 2013).

Y. lipolytica’ 1n hiicreleri ve lipazlart enantiyoselektif ¢oziiniirliik (hidroliz,
oksidasyon  veya  rediiksiyon) ve  re-esterifikasyon  reaksiyonlarina
uygulanabilmektedir. Ozellikle farmasétik endiistrisinde enantiyomerik olarak saf
molekiillere olan ihtiyag, her iki enantiyomerlerin farmakolojik etkisi iizerine
gerekli yasal diizenlemeler sagladigindan gelismektedir. Tek bir enantiyomerin
ilag olarak pazar1 her sene yaklasik % 10 artmakta olup 2002’ de diinya ¢apinda
160 milyar dolara ulagsmistir. Rasemik bir karistmin enzimatik yontemle
¢oziilmesi oldukga ilgi ¢ekici olup Y. lipolytica’ in Lip2p ekstraselliiler lipaz1 2-
halogeno-karboksilik asitlerin  ¢Oziiniirligii i¢in  oldukga etkili oldugu
bulunmustur. Bu asidik ara iriin bir¢ok ilacin (analjezik, prostaglandin,
prostosiklin, yari-sentetik penisilin) tiretiminde yer almaktadir. Y. lipolytica’ in
Lip2 lipaz1 tarafindan katalizlenen 2-bromo-p-tolilasetik asit etil esterlerin
¢ozlnlrliglini, bir S-enantiyomerlik gosterir ki ve bu Burkholderia cepacia
lipazindan elde edilen sonug ile en iyi benzerlik gostermektedir. Ticari lipazlarin
higbiri rasemik karsiminin ¢oziiniirliiglinii saglayamamakatadir. Bununla birlikte,
analjezik ve peptid icermeyen angiotensin II-reseptor antagonistiklerinin bir onciil
molekiilii olan 2-bromo-o-tolilasetik asit Y. lipolytica lipaz1 tarafindan
coziilebilmektedir. Y. lipolytica elde edilen lipaz bu ¢oziiniirliigii saglayabilecek
tek enzimdir. Ayn1 zamanda, Y. lipolytica lipaz1 B. cepacia’ dan elde edilen
lipazdan yiiz kat daha fazla aktif oldugu bilinmektedir (Fickers et al., 2005).

Y. lipolytica mayasinin farkli bilesikleri hidroksilleme kapasitesi yiiksektir.
Bu 06zellik onun farkli biyotransformasyon proseslerini gerceklestirmesi ile
aciklanmaktadir. Kiral B-hidroksi karboksilik asit optik olarak aktif
farmasotiklerin sentezinde kullanilan bir ara bilesiktir. Bir Y. lipolytica mutant
straini  (KCCM50506-Kore straini) [B-hidroksi biitirik asidi sentezleme

kapasitesindedir. Yabanil-tip strainler B-hidroksi asidi akiimiile etme
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kapasitesinde degildirler. Glukoz gibi hizli kullanilan bir karbon kaynag:
varliginda bu mutant hidroksi asitleri akiimiile etmektedir (Bankar et al., 2009).

L-Dopa (3,4-dihidroksi fenil L-alanin) Parkinson hastaliginda kullanilan bir
ilag olup, Aspergillus oryzae ve Erwinia herbicola’ in mutantlarindan L-tirozinin
L-Dopa’ ya biyotransformasyonunda siklikla kullanilmaktadir. Y. lipolytica® in
hizl1 biiyiimesi, ¢cevre dostu dogasi ve bu transformasyonu kolay gerceklestirmesi
acisindan potansiyel bir aday olarak degerlendirilmektedir. L-tirozinin L-Dopa’ ya
doniistimii birkag hidroksilleme asamasi igermektedir. Y. lipolytica kahve renkli
bir pigment olan melanini sentezlemektedir. Bu doniisiimiin ilk reaksiyonu L-
tirozinin L-Dopa’ ya doniisiimiidiir. Sonraki agsamada L-Dopa domamin, melanin
ve mealanozin’e doniistiiriilmektedir. Diatomit varliginda, L-tirozinin L-Dopa’ ya
dontigimii Y. lipolytica tarafindan dogal olarak gerceklestirilmektedir. L-tirozin
diatomite yiiksek baglanma afinitesi sahiptir. Bu durum tirozinaz enziminin
salgilanmasini indiikleyerek L-Dopa sentezini arttiracak sekilde reaksiyonun
gerceklesmesini saglamaktadir. Sonug olarak, biyotransformasyon bagladiktan 15
dakika sonra 2,0 mg/ml diatomit eklendikten sonra, L-tirozinden (2,68 mg/ml)
2,96 mg/ ml verimle L-Dopa iiretilmektedir. Reaksiyon zamani (30 dakika) ve
maya hiicresi konsantrasyonu (2,5 mg/ml) optimize edildikten sonra 12,5 kat

oranda yiiksek L-Dopa iiretimi saglanmigtir (Bankar et al., 2009).

6,7-epoksigeraniol’ {in halkali hale transformasyonu diger bir 6nemli proses
olarak rapor edilmistir. Bu bilesigin biyotransformasyonu iizerine yapilan
calismalar esnasinda Y. lipolytica (AR71), Botryis cinerea ve S. cerevisiae
funguslar1 6,7-epoksigeraniol’ tin 2-metil-2-(2-hidroksietil)-5-(2-hidroksiprop-2-
il) tetrahidrofurana doniisiimiinii gerceklestirdigi ve Y. lipolytica® nin 5 giin
icerisinde % 99 verimlilikle en yiiksek halkali yapiya biyotransformasyonunu

gerceklestirdigini belirtmislerdir (Bankar et al., 2009).

2.4.6.6 Y. lipolytica mavasinin gida endiistrisinde kullanim

Bircok c¢alisma Y. lipolytica mayasinin ¢esitli gidalarda dogal olarak
bulundugunu gostermektedir ve bu mayanin gida-tarim endiistrisi i¢in onemli

oldugunun alt1 cizilmektedir. Ozellikle Y. lipolytica’ nin da oldugu farkli
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mayalarin geleneksel siit iirlinleri, sucuk ve diger et iiriinlerindeki varligi, gida
endiistrisinde iiretim, olgunlagsma ve bozunmada gorev aldiklarini gostermektedir.
Portekiz tipi peynir iiretimi esnasinda pigment olusumu {izerine Y. lipolytica’ in
etkisi son yillarda ¢alisilmis olup bu peynirin olgunlagsmasinda gorev aldig1 rapor
edilmigtir. Diger peynirlere Y. lipolytica’ nin eklenmesinin olgunlagmayi arttirdigi
ve peynir kalitesini yiikselttigi belirtilmistir. Olgunlastirilmis ¢eddar peynirlerine
Y. lipolytica ve D. Hansenii’ nin starter kiiltiir olarak ilave edildigi birgok
kaynakta belirtilmektedir. Genis bir proteaz ve lipaz aktivitesi oldugundan siit
endiisrisinde Y. lipolytica strainlerin se¢imi olduk¢a Onemlidir (Fickers et al.,

2005).

2.4.6.7 Y. lipolytica’ in metallerle etkilesimi

Agir metaller ve kirleticiler endiistriyel siiregler ve antropojenik aktiviteler
sonucunda sucul ve karasal gevrelerde birikmektedir. Bu kirleticilerin bir¢ogu
insanlara toksik olmakla birlikte ¢evre tizerinde ciddi olumsuz sonuglar
bulunmaktadir. Y. lipolytica agir metallerle birlikte diger kirleticileri tolore etme
kapasitesindedir. Melanin varliginda ve Zn-siiperoksid dismutazin (SOD) bakir
tolerasinda gorev almaktadir. 2 — 4 mM bakir varliginda Y. lipolytica biiylimesi
esnasinda, bliylime hizi, lag faz uzamasina ragmen etkilenmemektedir. Diisiik
bakirin konsantrasyonlart sitozolde biriktirilmekte ve bir esik degerin iizerinde
metal konsantrasyonlar1 {izerinde indiiklenen dogal metal atma sistemi ile
uzaklastirilmaktadir. Kahverengi pigment olan melaninin {iretiminde bakirin
baglanmasi ve akiimiilasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Hiicre ¢eperi metal
iyonlarinin hiicreye girmesinde ana engellerden birisidir. Ek olarak, Zn-stiperoksit
dizmutaz enzim seviyeleri keza etkilenmektedir. Bu enzimin metal iyonlar
tarafindan iretilen toksik aktif oksijen tiirlerinden kaynaklanan zararlara karsi
hiicreyi korudugu bilinmektedir. YICRF1 geni, sitozolde bulunan bakir-duyarli
transkripsiyon faktoriinii kodladigi tanilanmistir. Sitozolde bulunan CRF1’ in
roliiniin metallothionein’ lerin (sisteince zengin diisiik molekiiler agirlikli metal
baglayict proteinler) bakir direngliliginin gelismesinde SOD enzimiyle birlikte

gorev aldigr bulunmustur (Bankar et al., 2009).
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Y. lipolytica CCM 4510 straininin Zn, Co, Ni, Cd metallerine kars1 tolerans
gosterdigi rapor edilmistir. Hiicre ¢eperi ve hiicre membrani yapilarinda yiiksek
metal konsantrasyonlarini depolamak i¢in biiylik bolgelerin oldugu bulunmustur.
Metal toksisitesi ve metallothioneinler arasindaki ters baglanti bulunmaktadir.
Toksik metallerin  hiicre i¢i konsantrasyonu diisiik iken hiicrelerde
metallothioneinlerin yiiksek konsantrasyonlar1 bulunmaktadir. Diger taraftan,
hiicre i¢in gerekli metallerin konsantrasyonu yiiksek iken metallothioneinlerin
konsantrasyonu  diisiiktiir. Bir c¢alismada  toksik  agir  metallerin
detoksifikasyonunda metallothioneinlerin 6nemi gosterilmistir. Aliiminyumun Y.
lipolytica biiylimesi lizerine etkisi arastirilmig ve 0,5 — 1 mM AIK(SOy), ¢ den
hiicre biiylimesi etkilenmemis ancak filament olusumu inhibe edilmistir.
Aliiminyuma maruz kalan hiicreler H" fazlasii atan giiglii bir sistem sayesinde
pH’ da giiclii bir diisme meydana getirmistir. pH’ daki bu ani diislisiin misel
olusumunu inhibe ettigi ve giiclii bir H™ atis sisteminin rolii ile aliiminyum

toleransinda 6nemli bir rol oynadig diisiiniilmektedir (Bankar et al., 2009).

2.4.6.8 Y. lipolytica’ dan yeni dogal enzimlerin iiretimi ve uygulamalari

Y. lipolytica’ dan hidrofobik substratlarin kullaniminda goérev alan lipaz,
proteaz, fosfataz gibi endiistriyel nemi olan enzimleri iiretimi Barth ve Gaillardin
(1997) tarafindan derlenmistir ancak bu derleme de biitiin detaylar
kapsamamaktadir. Son yillarda, Y. lipolytica’ in kendisinden dogal olarak iiretilen
inulinaz, a-mannosidaz, esteraz ve spesifik lipazlar gibi veya bu mayada heterolog
protein olarak ifade edilen lakkaz, B-glukanaz, proteaz, alginat liyaz ve epoksi
hidrolaz (EH) gibi enzimler iiretilmis ve uygulama alani bulnustur (Bankar et al.,
2009).

Karbohidratlar iizerine etkili olan iki enzimden ilki olan inulinazlar son
yillarda Y. lipolytica’ da rapor edilmistir. inulinaz enzimi fruktoz polimeri olan
inulinin (B-(2-1)-bagh fruktoz) hidrolizini katalizlemektedir. Inulin dzellikle yer
elmasi, Dahlia yumrulart ve hindiba kokii gibi bitkilerde depo edilen
karbohidratlardandir. Inulin inulinazlar tarafindan hidrolize edilerek yakit etanol
ve yiiksek friiktoz surubu iiretimi igin talep edilen iirlin sunmaktadir. Candida,

Sporotrichum, Pichia ve Kluyveromyces genuslarina ait mayalarin inulinaz
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enziminin ticari olarak kabul edilebilir verimlilikte {iretim igin bir potansiyel vaad
ettigi bilinmektedir. Bununla birlikte, Gao et al. (2007) denizsel bir Y. lipolytica
straininin 62,85 U/ml inulinaz salgiladigini rapor etmistir. Bu enzimin optimum
pH’ smin 5,0, sicaklik optimumunun 60 °C oldugu belirtilmis ve sekerleme ile

diger gida iiriinlerinde kullanilabilecegi sdylenmektedir (Bankar et al., 2009).

Ekzo-a-mannosidazlar, a-D-mannosidlerdeki o-D-mannoz residiillerindeki
terminal indirgenmemis residiilleri hidrolizlemektedir. Bazi mannosidazlar
glikoproteinlerin N-bagl seker zincirinin islenmesinde gérev almakta ve terminal
mannosidik residiillere kars1 yiiksek spesifite gostermektedir. Y. lipolytica
tarafindan {iretilen ekzo-o-mannosidaz enzimi hiicre ekstraktinin ham partikiil

fraksiyonunda yer alip optimum pH’ s1 6,0° dir (Bankar et al., 2009).

Y. lipolytica’ dan esteraz ve lipaz enzimlerini kodlayan genler klonlanmis,
protein dizisi ¢ikartilmis ve bazi endistriyel uygulamalar1 bilinmesine ragmen
esteraz ve epoksi hidrolazlar son zamanlarda enanthio-segici transformasyonlarda
kullanilmaktadir. Denizden izole edilmis Y. lipolytica CL180 straininin enanthio-
secici esteraz enzimi ofloksasin ester rasemik Kkarisiminin ¢oziilmesinde
kullanilmaktadir. Ofloksasin, bir rasemik karigim olarak bir florokinolon olarak
islevsel olup S formu (levofloksasin) biyolojik olarak aktif bir enantiomerdir.
CL180 straini R ve S-ofloksasin esterlerini % 52 enantiomerik fazlalik ile
tiretmektedir (Bankar et al., 2009). Keza lipazlar da farmasotik agidan degerli ara
bilesiklerin enantiomerik ¢o6ziinlirligiinde gorev almaktadir. Y. lipolytica’ in
ekstraselliiler  lipazi  2-bromo-arilasetik  asit  esterlerinin  ¢6ziilmesinde
kullanilmaktadir. Ayrica n-oktandaki I-oktanollii R-formunun transesterifikasyonu
ve S-enantiomerine doniistiirmede de kullanilmaktadir. Bu ekstraselliiler lipaz 2-
bromo-o-tolilasetik asit etil esterlerinin katalizlenmesinde de is gérmektedir. Y.
lipolytica’ dan elde edilen esteraz ve lipazlar yukarida ad1 gegen kiral bilesilklerin
rasemik karistmindan S-formunun zenginlestirilmesinde basarili  sekilde

kullanilmaktadir (Bankar et al., 2009).
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2.4.7Y. lipolytica mayasinda heterolog proteinlerin klonlanmas1 ve

uretimi

Y. lipolytica hem akademik amaclar hem de olas1 ticari uygulamalar i¢in
giivenilir, ¢cok yonlii ve popiiler bir heterolog protein ifade sistemi saglamaktadir.
Bu mayanin bircok proteini dogal olarak salgilama yetenegi ilave avantajlar
saglamaktadir. Diisiik asiriglikolizasyon, yliksek salgilama verimliligi, iyi iiriin
verimi ve performans tekrarlanmasi gibi Ozellikleri de diger avantajlarini
olusturmaktadir (Madzak et al., 2004; Bankar et al., 2009). Madzak et al. (2004)
yapilan derlemede Yarrowia lipolytica’ dan 42 heterolog protein {iretildigi
belirtilmistir. Son yillarda, ekonomik 6nemi olan bazi enzimler Y. lipolytica’ da
klonlanmis ve ifade edilmistir. Cevre agisindan énemli enzimlerden olan lakkazlar
fenoller ve ilgili bilesiklerin oksidasyonunda gorev almaktadirlar. Bu enzim
ligninin par¢alanmasinda ve pestisid, boyalar ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin transformasyonunda rol oynamaktadirlar. Bu enzim, biyo-
hiicrelerde  oksijen katotlarin  gelisiminde, ksenobiyotiklerin  biyolojik-
par¢alanmasinda, biyosensorlerde, immunoassaylerin isaretlenmesinde uygulama
alan1 bulmaktadir. Beyaz-giiriik¢iil mantar olan Trametes versicolor’ dan elde
edilen bir lakkaz Y. lipolytica’ da ifade edilmistir ve bir sinyal peptitle beraber
499-amino asitlik lac III b’ in tam uzunluklu cDNA’ s1 klonlanmis ve 2,5 mg/L
veya 0,23 U/L olacak sekilde ifade ettirilmistir (Bankar et al., 2009).

Saf B-glukonazin yiiksek seviyeleri Y. lipolytica’ da ifade edilmis bir
birlestirilmis FLAG epitoplu Aspergillus fumigatus’ dan elde edilmistir. FLAG
epitopu afinite kromatografisi ile saflagtirma basamaklar1 kolay olup konak¢inin
diger salgilama protein kontaminantlarindan etkili bir sekilde uzaklagtirilmaktadir.
Bu enzim Candida albicans’ in hiicre ¢eperinden elde edilen B-1,6,-glukan
polimerini  pargalamasimni  saglayarak  hiicre = c¢eperinde  yer  alan
glikozilfosfatidilinositol gomiilii proteinlerin aciga ¢ikmasini saglamaktadir. Keza,
B-glukonaz fungal hiicre ¢eperinde yer alan mannoproteinlerin diger iiyelerinin

izolasyonunda da kullanilmaktadir (Bankar et al., 2009).

Yiizey display vektorlerinin (pINA1317-YICWP110) gelismesi ve ticari
hale gelmesiyle Y. lipolytica daha popiiler bir sistem haline gelmistir. Denizsel

Aureobasidium pullulans HN2-3 mayasindan alkalin proteaz geni klonlanmis, bu
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ylizey display vektoriin ¢coklu klonlama bdlgelerine birlestirilmis ve Y. lipolytica
hiicrelerinde ifade edilmistir. YICWP110-cDNAALP2 tasiyan transformantlar
alkalin proteaz aktivitesine (691,26 U/g) sahiptir. Alkalin proteaz aktivitesi
gosteren hiicreler angiotensin-gevirici enzim (ACE) inhibitor aktivitesi ve farkl
proteinlerden antioksidant aktivite gosteren biyoaktif peptitlerin iiretiminde de
kullanilmistir. G7a straininin tek hiicre proteinlerinden elde edilen peptitlerde en
yiiksek ACE inhibitor aktivitesi saglanirken, Spirulina proteininden elde edilen

peptirlerden en yiiksek antioksidant aktivite gézlemlenmistir (Bankar et al., 2009).

PINA1317-YICWP110 vektori Vibrio harveyi bakterisinden elde edilen
hemolizini klonlama ve asir1 ifade i¢in de basarili bir sekilde kullanilmigtir. Hedef
protein basarili bir sekilde maya hiicrelerinde gozlemlenmis ve bu maya hiicreleri
eritrositleri parcalayarak rekombinant proteinin fonksiyonel oldugu gosterilmistir.
Bu sonuglarin  1s18inda,  yiizey display sistemler  biyokatalistlerin
immobilizasyonunda, biyodoniisiimiinde, canli asilarin  gelistirilmesinde

kullanilacagi gosterilmistir (Bankar et al., 2009).

2.5 Y. lipolytica ve diger organizmalar tarafindan iiretilen enzim tipleri

Enzimler ¢ok sayida kimyasal reaksiyonu yoneten biyokatalizorler olarak
bilinmektedir ve deterjan, gida, ila¢ sanayi, diagnostik ve kimya endiistrisinde
ticari olarak kullanilmaktadir. Tanimlanmis 3000’ den fazla enzim, mezofilik
organizmalardan izole edilmistir (Kumar and Takagi, 1999). Bu enzimler, genel
olarak, dar bir pH, sicaklik ve iyonik etkide fonksiyon gostermektedir. Ayrica,
endiistriyel sartlar altinda, enzimlerin teknolojik uygulamalari tavsiye edilmeyen
enzim deposu olarak bilinmektedir. Dolayisiyla, yeni mikrobiyal kaynaklar igin
aragtirmalar siireklidir, fakat en Onemlisi de biyocesitliligi olusturmaktadir.
Ekstremofil olarak bilinen gesitli u¢ ¢evrelerdeki mikroorganizmalar, enzimlerin

onemli bir kaynagi olarak diistiniilmektedir (Telefoncu, 1997; Akpinar, 2008).

Enzimlerin uygulama alanlarmin her gecen giin artmasi enzimlerin daha
ekonomik, daha etkin tekniklerle tiretilmesini daha da 6nemli kilmistir. Potansiyel

enzim kaynaklar1 olarak da mikroorganizmalar ¢ok caziptir. Bu ¢ekiciligin sebebi,
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cevresel etkiler ve genetik manipiilasyonlarla enzim  miktarlarinin
arttirillabilmesidir. Kuskusuz yiiksek enzim aktivitesi enzim izolasyonunu da

kolaylastiracaktir (Telefoncu, 1997; Akpinar, 2008).

Endiistriyel uygulama alani bulmus enzimlerin ¢ogu hidrolaz sinifindadir ve
biiylik dl¢iide mikrobiyal kaynaklidir (Telefoncu, 1997). Hidrolazlar enzimlerin
farkli ve biiyiikk bir grubunu olusturur ve 1500’den fazla hidrolaz karakterize
edilmistir. Hidrolazlar basit bir substratdaki spesifik bir bagin kirilmasindan gesitli
makromolekiillerdeki bir¢ok bag arasinda degisen genis bir substrat molekiil

grubunu hidrolizlemektedirler (Telefoncu, 1997; Akpinar, 2008).

2.5.1 Proteaz enzimi

Proteazlar hem fizyolojik hem de ticari alanlardaki uygulamalari
bakimindan enzim smifi i¢cinde merkezi bir yer teskil etmektedir. Proteolitik
enzimler diger proteinlerde bulunan peptid baglarini hidrolizlerler. Analitik
tekniklerdeki ilerlemeler sayesinde proteazlarin oldukga spesifik ve segici aktivite
gosterdikleri belirtilmistir. 1998 yilinda diinya ¢apinda endiistriyel enzim satisinin
yaklasik 1 milyar $ tahmin edilirken 2010 yilinda bu rakam 3,3 milyara $ kadar
yiikselmistir (Rao et al., 1998; Abidi et al., 2011). Endiistriyel enzimlerin % 75’
ini hidrolitik enzimler olustururken; endiistriyel enzimlerin en biiyiikk grubunu
olusturan proteazlar biitiin enzim satisinin % 60’ m1 kapsamaktadir. Proteazlar
hiicresel seviyeden organ ya da organizma seviyesine kadar birgok proseste gorev
almaktadirlar. Proteaz enzimi bitki, hayvan ve mikroorganizmalarinda oldugu
birgok canlida iiretilmektedir (Rao et al., 1998). Proteazlarin gerceklestirdikleri

hidroliz reaksiyonunun mekanizmasi Sekil 2.2° de verilmistir.
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Sekil 2.2 Proteazlarin gergeklestirdikleri hidroliz reaksiyonunun mekanizmasit (Aehle, 2007;
Akpinar, 2008).

2.5.1.1 Proteazlari siiflandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi’ nin Nomenklatiir
Komitesine gore, proteazlar hidrolaz (grup 3) sinifinda 4. alt grupta
smiflandirilmaktadirlar. Bununla birlikte, proteazlarin enzim siniflandirmasinda
genel sisteme kolayca yerlestirilememektedir. Cilinkii proteazlar hem etki hem de
yapisal olarak genis bir ¢esitlilik gostermektedir. Son zamanlarda proteazlar, (i)
kaynagina; (ii) aktif bolgedeki fonksiyonel gruplarina ve (iii) katalitik bolgedeki
islevlerine gore lic ana kritere gore siniflandirilmaktadir (Rao et al., 1998)

(Cizelge 2.5).

Proteazlar etki ettikleri alana baglhh olarak da ekzopeptidazlar ve
endopeptidazlar olmak {izere 2 biiyiikk gruba ayrilirlar. Ekzopeptidazlar
substrattaki peptid bagin1 amino (N-) ya da karboksil (-C) ucundan keserlerken,
endopeptidazlar substrattaki peptid bagini1 N- ve -C uglarindan farkli bolgelerden
keserler. Ekzopeptidazlar N ya da C ucundaki islev bolgesine gore iki gruba
ayrilirlar.  Ekzopeptidazlar  katalitik mekanizma  temeline gore de
smiflandirilabilirler (Rao et al., 1998).
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Cizelge 2.5 Proteazlarin siniflandirilmasi.

1. Kaynagina gore proteazlar
1.1. Bitkisel proteazlar
1.2. Hayvansal proteazlar
1.3. Mikrobiyal proteazlar

2. Aktif Bolgedeki fonksiyonel gruplarina gore proteazlar
2.1. Serin proteazlar
2.2. Sistein proteazlar
2.3. Aspartil proteazlar
2.4. Metalo proteazlar

3. Katalitik bolgedeki islevlerine gore proteazlar
3.1. Ekzo peptidazlar
3.1.1. Aminopeptidazlar
3.1.2. Karboksi peptidazlar
3.1.2.1 Serin tipi
3.1.2.2. Sistein tipi
3.1.2.3. Metalo tipi
3.2. Endo peptidazlar
3.2.1 Serin proteazlar
3.2.2 Sistein proteazlar
3.2.3 Aspartil proteazlar
3.2.4. Metalo proteazlar

Ekzopeptidazlar sadece polipeptid zincirinin uclarma etki ederler. Etki
ettikleri u¢ baz alinarak N-terminal yada C-terminal sirasi ile amino- ve kKarboksi
peptidazlar olmak fiizere iki gruba ayrilirlar. Amino peptidazlar polipeptid
zincirinin serbest bir N ucunda islevseldir ve tek bir amino asit rezidiisiinii bir
dipeptidi ya da bir tripeptidi ayirir. Amino peptidazlarin N-terminal metiyonini
uzaklastirdig1 bilinir. Bakteri ve funguslari iceren mikrobiyal tiirlerin genis bir
¢esidinde bulunurlar. Genellikle hiicre i¢i enzimlerdir fakat Aspergillus oryzae
tarafindan {retilen aminopeptidaz hiicre dist enzimdir. Bakteri ve fungustan
iretilen aminopeptidazlarin substrat spesifisiteleri hidroliz iiriinlerinin yapilari
temel alindiginda farkli olabilir. Karboksi peptidazlar polipeptid zincirinin C
ucunda islevseldir ve tek bir amino asit ya da bir dipeptidi ayirirlar. Karboksi
peptidazlar enzimlerin aktif bolgesindeki amino asit kalintilarinin yapisina gore ii¢
gruba ayrilirlar. Penicillium, Saccharomyces ve Aspergillus cinslerinin tiirlerinden

izole edilen serin karboksipeptidazlarin substrat spesifisiteleri aynidir fakat
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optimum pH, stabilite, molekiiler agirlik ve inhibitorlerin etkisi gibi diger
ozellikleri farklidir (Rao et al., 1998).

Endopeptidazlar peptid zincirinin N- ve -C terminal uglar1 disinda zincirin i¢
bolgelerindeki peptid baglarma etki etmeleri ile karakterize edilirler. Serbest
amino ya da karboksil grubunun varligi enzimatik aktivite iizerine negatif etki
yaratir. Katalitik etki mekanizmalarini gbz Oniine alinarak serin, sistein, aspartil
ve metalo proteaz olmak tizere dort gruba ayrilirlar. Ayrica endopeptidazlar
substrat tercihlerine gore tripsin, kimotripsin ve elastaz benzeri serin proteazlar
olmak tizere ii¢ sinifta toplanirlar. Tripsin benzeri serin proteazlar pozitif yiikli
kalintidan sonraki peptid bagini, kimotripsin benzeri serin proteazlar biiyiik
hidrofobik kalintidan sonraki peptid bagini, elastaz benzeri serin proteazlar ise

kii¢iik hidrofobik kalintidan sonraki peptid bagini hidrolizlerler (Rao et al., 1998).

Serin endopeptidazlar katalitik islemde aktif bolge merkezinde serin, sistein
tip peptidazlar ise aktif merkezinde sistein igerirler. Aspartik endopeptidazlar
katalitik aktiviteleri i¢in katalitik bolgelerinde iki aspartik asit kalintisina ihtiyag
duyarlarken metalo endopeptidazlar sahip olduklar1 katalitik mekanizmalarinda

yaygin olarak ¢inko veya metal iyonlari kullanirlar (Rao et al., 1998).

2.5.1.2 Katalitik mekanizmalarina gore proteazlar

Proteolitik enzimler katalitik bolgenin kimyasal yapisina ya da aktif bolgede
yer alan zorunlu amino asit kalintis1 dikkate alinarak; serin, aspartik (asit), sistein

ve metallo-proteazlar olmak tizere dort ana gruba ayrilirlar (Rao et al., 1998).

Serin proteazlar

Serin proteazlar, aktif bolgelerindeki zorunlu serin kalintist varligi ile
karakterize edilirler. Proteazlarin en siklikla rastlanan sinifim1 olustururlar ve
arkealar, bakteriler, 6karyotlar ve viriislerden izole edilebilirler. Serin proteazlar;
ekzopeptidaz, endopeptidaz, oligopeptidaz ve omegapeptidazlar olmak iizere de
gruplara ayrilirlar. Dort grupta evrimsel olarak ayni kokenden gelmektedir.

Istisnalar diginda birgok serin proteazin molekiil agirhig 18 ile 35 kDa arasinda
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degisir ve maksimum aktivite gosterdikleri pH aralig1 7-11 arasindadir. Bu grup
tiyelerinin yapisal benzerlikleri g6z Oniine alinarak kendi aralarinda da alt gruplara
ayrilabilirler. Serin proteazlarin alt grubunda yer alan subtilizinler uygulama
acisindan bakildiginda ¢ok biiyiik endiistriyel 6neme sahiptirler. Bu grup enzimler
Bacillus cinsi bakterilerden firetilirler ve deterjan katki maddesi olarak genis bir

uygulama alanina sahiptirler (Rao et al., 1998).

Serin proteazlarin en tipik inhibitorii fenilmetilsiilfonilfloriir (PMSF)
olmakla birlikte, di-izopropilflorofosfat (DFP), tosil-L-lizin klorometil keton
(TLCK), 3,4-dikloroizokumarin (3,4-DCI) gibi inhibitorler tarafindan da
doniislimsiiz ~ inhibisyona  ugratilirlar.  Serin  proteazlarin  bazilar1  p-
kloromerkiiribenzoat (PCMB) gibi tiyol ayiraglar tarafindan da inhibe edilirler.
Genellikle notral ve alkalen pH degerlerinde aktiftirler ve pH 7-11 arasinda
optimum aktivite gosterirler. Izoelektrik noktalar1 genellikle pH 4-7 arasindadir

(Rao et al., 1998).

Bakteriler, funguslar ve mayalar tarafindan iiretilen ve serin proteazlarin alt
grubunda yer alan serin alkalen proteazlar serin proteazlarin en genis alt grubunu
temsil ederler ve yiiksek alkali pH’da aktiftirler. Bu enzimler DFP ya da bir
patates bitkisinden elde edilen proteaz inhibitorii tarafindan inhibe olurlar fakat
tosil-L-fenilalanin klorometil keton (TPCK) ya da TLCK tarafindan inhibisyona
ugratilmazlar. Substrat spesifisiteleri aynidir peptid bagmni tirozin, fenilalanin ya
da 16sin’ in karboksil ucundan hidrolizlerler. Optimum pH degerleri 10,0;
izoelektrik noktalar1 da pH 9,0 civarindadir. Molekiiler agirliklar1 15-30 kDa
arasinda degisir. Arthrobacter, Streptomyces ve Flavobacterium cinslerine ait bazi

bakteri tiirleri tarafindan da iiretilirler (Rao et al., 1998).

Serin proteazlar (EC 3.4.21) kimotripsin, tripsin ve elastaz gibi enzimleri
iceren kimotripsin tip ve subtilisin gibi bakteriyel enzimleri igeren subtilisin tip
olmak iizere iki farkli grupta da incelenebilir. Bu iki grubun katalitik
mekanizmalar1 ve aktif bolge yapilari ayni olmasina ragmen genelde 3 boyutlu
yapilart farklidir. Katalitik bolgede katalizden sorumlu olan ve Kkatalitik triad
olarak da bilinen amino asitler Ser'®, His*” ve Asp'®’ dir (Rao et al., 1998). Serin

proteazlarin en Onemli ozelligi, ilk {irlin olarak substratin amino grubunun
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ayrilmasina neden olan aktif bolgede yer alan Ser'® kalintisimn oksijeni ile
substratin acil ayrilmasi arasinda bir ester olusturmasidir. Serin peptidazlar
tarafindan peptit baglariinin par¢alanmasinda énemli olan diger etmen ise peptit
baglarina atak yapan karbonil gruplarindan olusan oksijen anyonunun hidrojene
baglanmasin1 saglayan iki ana —NH- gruplarmin varligidir. -NH- gruplarimin
protein yapisal biitiinliigiinde de gorev aldigindan bu etkinin kantitatif
degerlendirmesi zordur (Beynon and Bond, 2001). Serin peptidaz mekanizmasi

Sekil 2.3’ de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.3 Serin tip peptidazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin sematik gdsterimi (Beynon

and Bond, 2001).

Aspartik (asit) proteazlar

Aspartik proteazlar genel olarak asidik proteazlar olarak bilinir ve katalitik
aktiviteleri ic¢in aspartik asit kalintisina gereksinim duymaktadirlar. Asidik
proteazlar ii¢ gruba ayrilirlar: pepsin (A1), retropepsin (A2) ve pararetroviruslarin
enzimleri (A3) ve (A13) diir. A1 ve A2 aile iiyeleri enzimler birbiri ile yakin
iligkili olup A3 ailesi ise Al ve A2 aileleri ile ¢cok benzerlik gostermektedir.
Birgok aspartik proteaz diisiik pH’ da (pH 3—4) en yiiksek aktivite gostermektedir.
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Ayrica molekiiler agirliklart 30 ila 45 kDa arasinda olup izoelektrik noktalar1 pH
3-4,5 araliginda degismektedir. Aspartik proteazlar 6zellikle pepstatin tarafindan
inhibe edilmekte; bakir iyonlar1 varliginda diazoasetil-DL-norlésin metil ester
(DAN) ve 1,2-epoksi-3-(p-nitrofenoksi) propan (EPNP) gibi diazoketon
bilesiklere karst da duyarlidirlar. Mikrobiyal aspartik proteazlar iki biiylik gruba
ayrilirlar: (i) Aspergillus, Penicillium, Rhizopus ve Neurospora tarafindan iiretilen
pepsin-benzeri enzimler ve (ii) Endothia ve Mucor spp. tarafindan tiretilen rennin-

benzeri enzimlerdir (Rao et al., 1998).

Aspartik proteazlar, peptit baglarinin parcalanmasinda niikleofilik atak
gergeklestirmeden peptit baglarinin par¢alanmasini katalizlemektedir. Dolayisiyla,
enzim ve substratin bir parcasi arasinda herhangi bir kovalent ara bilesik
olusmamaktadir. Aspartik peptidazlarin katalitik biriminde iki aspartik asit
zincirinden meydana gelmektedir. Aspartik proteazlarin karboksil gruplarinda
potansiyel bir niikleofil igermediginden niikleofilik atak gerceklestirememesi
sasirtict degildir. Bu grup enzimin optimum pH’sinin diisiik olmasi katalitik
bolgede karboksil gruplarinin dogal olarak igerilmesine yol agmaktadir (Beynon

and Bond, 2001). Aspartik peptidaz mekanizmas1 Sekil 2.4’ de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.4 Aspartik tip peptidazlar tarafindan Kkatalizlenen reaksiyonlarin sematik gosterimi
(Beynon and Bond, 2001).
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Sistein (thiol) proteazlar

Sistein  proteazlar hem  prokaryotlarda hem de  Okaryotlarda
bulunmaktadirlar. Sistein proteazlarin yaklasik 20 ailesi tanilanmistir. Biitiin
sistein proteazlarin aktivitesi, onun katalitik diad’ in1 olusturan sistein ve histidin’
e baghdir. Sistein ve histidin siras1 (Cys-His veya His-Cys) aileler arasinda
farklilik gostermektedir. Genel olarak sistein proteazlar sadece HCN veya sistein
gibi indirgeyici ajanlarin varliginda aktiftirler. Sistein proteazlar genel olarak 4
gruba ayrilirlar: (i) papain-benzeri, (ii) arjinin kalintisinda kirilmaya neden olan
tripsin-benzeri, (iii) glutamik aside 6zgii ve (iv) diger tipleridir. Bilinen en iyi
sistein proteaz papaindir. Sistein proteazlarin optimum pH’ s1 nétral olup PCMB
gibi siilfidril ajanlarina duyarli olup DFP ve metal selatlayici ajanlardan
etkilenmemektedirler (Rao et al., 1998). Sistein peptidazlar kovalent bir ara
bilesik olusturduklarindan dolayr serin tip peptidazlarla ¢ok biiyiik benzerlik
gostermektedirler. Ancak niikleofil atak, bir sistein yan zincirinden siilfiir
atomuna dogru gerceklesir. Keza, bir histidin yan zinciri hidrojen alicis1 olarak
tekrar tekrar gorev almaktadir (Beynon and Bond, 2001). Sistein peptidaz

mekanizmasi Sekil 2.5 de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.5 Sistein tip peptidazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin sematik gosterimi (Beynon

and Bond, 2001).
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Metallo-proteazlar

Metallo-proteazlar proteazlarin katalitik tipleri arasinda en fazla farklilik
gosteren gruptur. Bu grup proteazlar aktiviteleri i¢in bir divalent metal iyonu
gereksinimi ile karakterize edilmektedirler. Biitiin canlilarda bulunan metallo-
proteazlarin  yaklasgtk 30 ailesi tanilanmistir. Bu ailelerden 17  si

b

endopeptidazlarda, 12’ si ekzopeptidazlarda, 1’ i de hem endo- hem de
ekzopeptidazlarda yer almaktadir. Metallo-proteaz aileleri metal baglama
bolgeleri gibi karakteristiklerine bagli olarak farkli gruplara ayrilmaktadirlar.
Bunun disinda, kendi etki mekanizmalarina bagli olarak nétral, alkali, Myxobacter
I ve Myxobacter II olmak iizere dort gruba ayrilabilirler. Notral proteazlar
hidrofobik amino asitlere spesifik iken alkali proteazlar genis bir spesifiteye
sahiptirler. Biitiin metallo-proteazlar EDTA gibi selatlayici ajan tarafindan inhibi
edilirken DFP veya siilfidril ajanlar1 tarafindan inhibe edilememektedirler.
Metalloproteazlarin etki mekanizmas1 aspartik ve sistein proteazin etki
mekanizmasindan keskin farkliliklar gosterir. Bu grup enzimler aktivite
gosterebilmek icin iki degerlikli metal iyonlarinin varligina ihtiya¢ gosterirler ki
bu enzimler etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) gibi selat yapict ajanlar ile
muamele edildiklerinde metal iyonlarinin taginmasi dolayisiyla kolayca inaktive

olmalar sebebiyle diger sinif proteazlardan kolayca ayirt edilebilirler (Rao et al.,
1998).

2.5.1.3 Proteazlarin fizyolojik islevleri

Yasayan biitiin hiicreler proteinlerin sentezi ve degredasyonunun siirekliligi
ile belirli bir protein doniisiim oranini korur. Proteinlerin katabolizmasi protein
sentezinin Onciilleri i¢in hazir bir havuz sunarken, hiicre i¢i proteazlar hiicre igin
gerekli protein doniistimiinii  gergeklestirmektedirler. E. coli’ de lon geni
tarafindan iretilen ATP-bagl proteazlar anormal proteinlerin hidrolizinden
sorumludur (Rao et al., 1998).

Bakterilerde sporlarin, mayalarda asko sporlarin, civik mantarlarda spor
yapilarin olusumu ve funguslarda konidial bosalim olaylarinin hepsi gii¢lii protein

dontigiimiinii ~ gerektirir.  Sporlanma i¢in proteaz  gereksinimi proteaz
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inhibitorlerinin  kullanimiyla kanitlanmigtir.  Maya diploidlerinde askospor
olusumunun proteaz A aktivitesindeki artisa bagl oldugu gosterilmistir (Rao et

al., 1998).

Enzimlerin proteolitik inaktivasyonu hiicre i¢i Kkatalitik aktivitenin
doniistimsiiz olarak kaybina neden olur ve fizyolojik olarak 6nemli bir olaydir.
Proteazlar biiyiik polipeptidlerin daha kiiciik peptidlere ve amino asitlere
hidrolizine yardimci olurlar boylelikle onlarin hiicre tarafindan absorpsiyonunu
kolaylastirirlar. Hiicre dis1 enzimler onlarin depolimerlesme aktivitesinden dolay1

beslenmede biiyiik bir rol oynar (Rao et al., 1998).

2.5.1.4 Proteaz kaynaklar

Proteazlar yasayan organizmalar icin fizyolojik olarak gerekli olduklarindan
bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi cesitli kaynaklardan genis bir
dagilim ile elde edilebilirler. Proteaz kaynaklari; bitkisel (papain, bromelain,
keratinaz, fisin), hayvansal (tripsin, kimotripsin, pepsin) ve mikrobiyal (bakteri,
mantar, viriis) kaynak olmak ftizere ii¢ gruba ayrilirlar. Proteazlarin bitki ve
hayvansal kaynaklarin birgogunda elde edilmesi miimkiin olmakla birlikte gelisen
teknolojiye paralel olarak gelisen mikrobiyal fermentasyon prosesinin daha
ekonomik olmasi nedeniyle mikrobiyal kaynakli enzimlere talep artmustir. Ugiincii
grup proteaz kaynagi bakteri, fungus, maya ve virlis orijinli olan mikrobiyal
proteazlardir. Bitkisel ve hayvansal proteazlara diinya ¢apinda olusan talep nedeni
ile ihtiyacin karsilanmasi i¢in mikrobiyal proteazlara olan ilgi artmustir.
Mikroorganizmalar sahip olduklari genis biyokimyasal g¢esitlilik ve genetik
manipiilasyonlara duyarliliklar1 nedeni ile miikemmel enzim kaynaklari haline
gelmislerdir. Mikrobiyal proteazlar diinya capindaki enzim satisinin yaklasik
%4011 karsilarlar. Mikroorganizmalarin biyoteknolojik uygulamalar i¢in hemen
hemen tiim karakteristiklerinin istenilen yonde degistirilebilmesi miimkiin
oldugundan mikrobiyal kaynakli proteazlar bitki ve hayvansal kaynakli

proteazlara tercih edilmektedirler (Rao et al., 1998).

Bakteriyel kaynakli proteazlar arasinda en c¢ok kullanilan ticari nétral ve

alkali proteazlar Bacillus cinsi organizmalar tarafindan {iretilirler. Bakteriyel
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ndtral proteazlar pH 5-8 aralifinda aktiftirler ve bagil olarak diisiik termotoleransa
sahiptirler. Gidalar1 hidrolizlediklerinde hidrolizatlarinda daha az aci tat
olusturduklarindan gida endiistrisinde hayvansal proteazlara tercih edilirler.
Notraz olarak da bilinen nétral proteazlar dogal bitki proteaz inhibitorlerine karsi
duyarsizdirlar ve bu sebeple de firincilik endiistrisinde kullanilirlar. Bakteriyel
noétral proteazlar hidrofobik amino asit ¢iftlerine karsi sahip olduklar1 yiiksek
afinite ile karakterize edilirler. Sahip olduklar1 diisiik termotoleranslar1 gida
hidrolizatlarinin liretimi sirasinda reaktivitelerinin kontrolii i¢in avantajlidir. Bazi
ndtral proteazlar metalloproteazlar grubuna iiyedirler ve aktivite gosterebilmek
i¢in iki degerlikli metal iyonlarina ihtiya¢ duyarlarken serin proteazlar selat yapict
ajanlardan etkilenmezler. Bakteriyel alkali proteazlar pH 10 gibi yiiksek alkali pH
degerlerinde sahip olduklar yiiksek aktiviteleri ile karakterize edilirler ve genis
bir substrat spesifitesine sahiptirler. Optimal sicakliklart 60°C civarindadir.
Bakteriyel alkali proteazlarin bu 6zellikleri onlar1 deterjan endiistrisi tarafindan

kullanilmalar1 i¢in uygun kilar (Rao et al., 1998).

Funguslar bakterilerden daha genis kapsamli enzim f{ireticileridirler.
Omegin; Aspergillus oryzae asit, nétral ve alkali proteazlar birlikte {iretir. Ayrica
fungal proteazlar pH 4-11 gibi genis bir pH araliginda aktivite gosterirler.
Bakteriyal kaynakli enzimler ile karsilastirildiklarinda bakteriyel enzimlerden
daha diisiik reaksiyon hizina ve daha kotii bir termotoleransa sahiptirler. Fungal
enzimler kati-hal fermentasyon siireci ile iretilirler. Fungal asit proteazlar pH 4-
4,5 arasinda optimal pH’ya sahip olmalarina ragmen pH 2,5-6,0 arasinda
stabildirler. Bu enzimler ozellikle peynir iiretim endiistrisinde dar pH ve sicaklik
spesifiteleri nedeni ile tercih edilirler. Fungal notral proteazlar ya da
metalloproteazlar pH 7,0’de aktiftirler ve selat yapict ajanlar tarafindan inhibe
edilirler. Besin protein hidrolizatlarinin acilifinin azaltilmasinda kullanilirlar.
Fungal alkali proteazlar ise genellikle gida proteinleri modifikasyonlarinda
kullanilirlar. Aspergillus tiirleri ise 6zellikle detayli olarak caligilan fungal proteaz
tireticisidirler. Alkali proteaz iireticisi mayalar Candida lypolitica, Yarrowia

lypolitica ve Aureobasidium pullulans’dir (Rao et al., 1998).
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2.5.1.5 Alkalin proteazlarin endiistride kullanimlari

Alkalin proteazlar, deterjan, deri islenmesi, glimiis geri kazanimi, medikal
amaclar, gida isleme ve ¢Op geri kazanimi gibi kimya endiistrisinde potensiyeli
olan stabil enzimdir. Bu enzimler, enzim yardimli (kismi) par¢calamay1 kullanarak
yiiksek degerli ilave uygulamalara ve iiriinlere neden olmaktadir. Giiniimiizde,
alkalin proteazin kullanildig: cesitli endiistriyel uygulamalar asagida siralanmistir

(Akpinar, 2008).

Mikrobiyal alkalin proteazlar, ¢camasir deterjan1 uygulamalari i¢in Bacillus
spp.’den elde edilen subtilizin ve/veya alkelen proteazlarin pazar payr ticari
uygulamalarda Onemli yer tutmaktadir (Kumar and Takagi, 1999). Alkalin
proteazlar, lekelerden proteinik materyalin uzaklastirilmasini gerceklestirmek igin
camasir deterjanlarna ilave edilmektedir (Kumar and Takagi, 1999). Deterjan
katki maddesi olarak bu proteazlarin artan kullanimi, ¢evre agisindan uygun,
fosfatsiz deterjanlarda bu enzimlerin temizleme kapasitesi ¢ok yiiksek oldugundan
kullanilmaktadir. Yikama verimliliginin gelismesine ek olarak, enzimlerin
kullanimi, 6zellikle ilk 1slatma periyodundan sonra, diisiik sicaklikta yikamaya ve
daha az karistirma periyoduna da izin vermektedir (Kumar and Takagi, 1999;

Akpinar, 2008).

Ideal olarak, deterjanlarda kullamilan proteazlar ve diger enzimler yiiksek
aktiviteye sahip olmali ve genis pH ve sicaklik araliginda stabil olmalidir.
Enzimler, diisiik seviyede (% 0,4-0,8) etkili olmali, okside edici ve diger ajanlarla
da uyumlu olmalidir. Keza, enzimler uzun raf omriine sahip olmalidir (Kumar
and Takagi, 1999). Cok az sayida yayinlanmig makalelerde, deterjanlarla uyumlu
alkalin proteazlar bulunmaktadir (Kumar and Takagi, 1999). Bazi temizleme
uygulamalar1 digerlerinden daha az ayr tutulmaktadir. Ornegin, 6n sabun
formiilasyonlar1 ve kontakt lens temizleme soliisyonlar1 sicak ¢amagir
deterjanlarinda ayn1 enzimin termal stabilitesine gerek yoktur (Kumar and Takagi,

1999; Akpinar, 2008).

Otomatik camasir makinesi deterjaninda alkalin proteaz enziminin kullanimi

son yillarda artmaktadir. Ultrasantrifiij (UF) ve ters ozmos (RO) membranlarinin
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yerinde temizlenmesi, modern siit iiriinlerinin ve gida endiistrisinin en dnemli
kismini olusturmaktadir. UF ve RO membranlari, siit, peynir atik suyu, yumurta
beyazi, meyve sulari, saraplar ve diger icecekler gibi sivi besinlerin
konsantrasyonu, fraksiyonunu, klarifikasyonu ve/veya sterilizasyonunu igeren
cesitli kullanim alanlarinda kendilerine yer edinmistir (Kumar and Takagi, 1999).
Membran sistemlerinin temizlenmesi i¢in glinlimiizde kullanim alan1 yaygin olan
enzim deterjan preparasyonlar1 Alkazym (Novodan A/S, Copenhagen, Denmark),
Terg-a-zyme (Alconox, Inc, New York, USA), Ultrasil 53 (Henkel KGaA,
Dusseldorf, Germany) and P3-paradigm (Henkel-Ecolab GmbH, Diisseldorf,
Germany)’dir. Bu enzim temelli temizleyiciler, protein foulantlarini pargalayan ve
¢Ozen proteazlara dayanmaktadir. Protein ve yag floulantlarini degredasyonunu ve
¢cOziinmesini saglayan proteaz ve lipazlarin karistirilarak kullanilmasi oldukga
yararladir. Ek olarak, bir deniz bakterisinden elde edilen alkalin proteazin
kullanildig1 kontakt lens temizleme soliisyonlar1 diisiik sicaklikta kontakt lensleri

temizlemektedir (Kumar and Takagi, 1999; Akpinar, 2008).

Elastolitik ve keratinolitik aktiviteye sahip alkalin proteazlar etkili bir
biyouygulama teklif etmektedir. Kil koklerinin sismesine neden olan alkalin
sartlar ve kil folikiil proteinleri iizerine proteazlarin ataklari, killarin
uzaklagtirmasin1 kolaylastirmaktadir. Giiglii alkalin sartlara ragmen, bu proses
sodyum siilfid uygulamasi gibi geleneksel yontemlerden daha iyi ve daha
giivenlidir. Sodyum siilfid uygulamasi, siilfiidin hepsinin ve siispanse sivinin da
%80’den fazlas1 deri atik suyu ile atilmaktadir (Kumar and Takagi, 1999;
Akpinar, 2008).

Deri killarmin giderilmesinin prosesinin ardindan elastin ve keratin
degredasyonu, kil residiilleri uzaklastirilmasi gerekmektedir ve bu, deri giyiminde
ve deri esyalar1 yapmak icin kullanilan daha iyi ve daha yumusak deriyi liretmeyi
saglamaktadir. Ek olarak, farkli calisanlar tarafindan kullanilan caligmalarda
Aspergillus flavus, Streptomyces sp.,B. amyloliquefaciens ve B. subtilis’den deri
tabaklamada alkalin protezlarin kullanim1 basarili oldugu gosterilmistir (Kumar

and Takagi, 1999; Akpinar, 2008).
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Glimiis kazanimi i¢in kullanilan X-i1gin1 filmlerinin biyo-iglenmesinde
alkalin proteazlar potansiyel uygulama saglamaktadir. Kullanilan X-1gin1 filminin
jelatin tabakalar1 yaklasik olarak %1,5-2,0 giimiis (agirlik olarak) icermektedir.
Filmin yakilmasi ile konvensiyonel glimiis kazaniminin uygulamasi biiyiik bir
cevresel soruna neden olmaktadir. Dolayisiyla, X-1s11 filmi iizerindeki jelatin
tabakalarin enzimatik hidrolizi sadece giimiisiin geri kazanimini saglamayip
ayrica poliester film tabanininda geri kazanimini saglamaktadir (Kumar and

Takagi, 1999; Akpinar, 2008).

Alkalin proteaz aktivitesine sahip kollagenazlar terapdtik uygulamalar i¢in
artan kullanim alan1 bulunmaktadir. Yiiksek kollogenaz aktivitesine sahip yeni bir
yari-alkalin proteaz, Aspergillus niger LCF9 tarafindan iiretilmektedir. Amino
asitsiz kollagen tiplerini hidrolizleyen enzimler, potansiyel terapdtik amacla
kullanilan diisiik molekiiler agirlikli peptidler serbest birakilir (Kumar and Takagi,
1999). Benzer sekilde, elastoteraz, Bacillus subtilis 316M’den elde edilen yiiksek
elastolitik aktiviteli bir preperasyon, yaniklar, irinli yaralar, ¢ibanlar, kanli
cibanlar ve derin abselerin tedavsinde tarepotik uygulama icin bir bandaj iizerine
immobilize edilmistir (Kumar and Takagi, 1999). Ayrica, Bacillus spp. insanlara
faydali oldugu bilinmektedir ve fibrinolitik aktiviteye sahip bir alkalin proteaz
trombolitik ajan olarak kullanilmaktadir (Kumar and Takagi, 1999; Akpinar,
2008).

Alkalin proteazlar bitkiler, baliklar veya hayvanlardan elde edilen
proteinleri hidrolize edebilirler ve 1yi tamimlanmis peptid profillerinin
hidrolizatlarin1 tretmektedir. Ticari bir alkalin proteaz olan Alkalaz, terminal
hidrofobik amino asit i¢in tercih edilen genis spesifiteye sahiptir. Bu enzimin
kullanilarak daha kiigiik hidrolizatlar elde edilmektedir. Ek olarak, elde edilen
hidrolizatlar, molekiil agirlig1 100 kDa’u gegmeyen iki ila alti amino asit residiisii

biytikliiktedir (Kumar and Takagi, 1999; Akpinar, 2008).

Cok yakin zamanlarda, B. amyloliquefaciens’ten elde edilen diger bir alkalin
proteaz, nohut proteininden elde edilen metionince zengin protein hidrolizatinin
iretilmektedir. Protein hidrolizatlar1 genel olarak kazein, peynir alt1 suyu ve soya

proteininden {retilmektedir. Ayrica, bu enzimler iiretilen proteince zengin
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terapotik yiyecekler, meyve sular1 ve yumusak igeceklerin iyilestirilmesinde

kullanilmaktadir (Kumar and Takagi, 1999; Akpinar, 2008).

Proteazlar oOzellikle sigir eti gibi etin yumusatilmasinda ©onemli rol
oynamaktadirlar. Bir alkalin elastaz ve termofilik alkalin proteaz, etin
yumusatilmasinda basarili olmus enzimlerdir ve bu enzimler kas proteinleri gibi
bag doku proteinlerini hidrolizleme yetenegine sahiptir. Yumusatma prosesi toz
enzim preperasyonunun az miktar1 ile veya enzim soliisyonunun immersiyonu
ve/veya etin igine Kkonsantre proteaz preparasyonu enjekte edilerek

basarilmaktadir (Kumar and Takagi, 1999; Akpinar, 2008).

Coziilebilen et hidrolizati, et atiklarindan ve mekanik kemiklerin
ayiklanmasindan sonra kemik residiillerinden proteolitik enzimli soliisyon ile
olusturulabilmektedir. Bununla birlikte, hidroliz derecesi %10’dan fazla oldugu
zaman genel olarak hidrolizatlar etkili ¢oziilme icin kullanilmaktadir. Alkalaz
maliyet, ¢oziilme ve diger konuyla ilgili faktdrlerde en uygun enzim olmaktadir.
pH 8,5 ve 55-60°C’ de Alkalazli optimum bir proseste % 94 oraninda bir
¢oziilebilirlik saglanmaktadir (Kumar and Takagi, 1999; Akpinar, 2008).

Alkalin proteaz cesitli gida isleme endiistrisi ve evde yapilan aktivitelerde
atiklarin kullanilmasi i¢in potansiyel saglamaktadir. Bu proteazlar, ¢cok asamali bir
proses ile atiklardaki proteinleri ¢ozebilirler ve balik veya ¢iftlik hayvanlar i¢in
besinsel degerli kuru katilar veya sivilar uzaklastirilmaktadir (Kumar and Takagi,

1999; Akpinar, 2008).

Bir¢ok  keratinolitik  alkalin  proteaz  beslenme  teknolojisinde
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda amino asitlerin ve peptidlerin iretimi, atik
keratindz materyallerin degrede edilmesi ve kil dokiicii ajan olarak banyo ve
kanalizasyonlarda meydana gelen tikanikliklar1 agmak icin kullaniimaktadir

(Kumar and Takagi, 1999; Akpinar, 2008).

Conidiobolus sp.’den elde edilen alkalin proteazlar hayvan hiicre
kiiltiirlerinin hazirlanmasinda kullanilan tripsin yerine kullanilmaktadir. Ayrica,

Vibrio metschnikovii RH530’dan elde edilen alkalin proteaz, DNA izolasyonunda
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ticari olarak Tritirachium album’ dan elde edilen Protainaz K yerine
kullanilmaktadir (Kumar and Takagi, 1999; Akpinar, 2008). Benzer sekilde, Y.
lipolytica’ dan elde edilen alkalin proteaz Tritirachium album proteinaz K’1 ile
%42,6 amino asit homoloji gosterdiginden benzer sekilde Protainaz K yerine

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Davidow et al., 1987).

2.5.2 Riboniikleaz (RNaz) Enzimi

Niikleazlar, insanlarinda i¢inde bulundugu biitiin organizmalarda niikleik
asitlerin (DNA, RNA) hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Niikleazlarin énemli
biyolojik rollerine ek olarak, son zamanlarda laboratuar ¢aligmalarinda kullanigh
bir ara¢ olmaktadir ve rekombinant DNA teknolojisi, molekiiler klonlama ve
genomik gibi baz1 alanlarin gelisimine yol gostermektedir (Mishra, 2002). Genel
olarak, niikleazlar ya deoksiriboniikleik asitlere (deoksiriboniikleazlara) ya da
riboniikleik asitlere (riboniikleazlar) spesifiktir (Beintema and Zhao, 2003;

Akpinar, 2008).

Riboniikleazlar (RNaz) niikleotid residiilleri arasindaki fosforik diester
baglarini1 pargalamasiyla riboniikleik asidi (RNA) depolimerize ederler. Yani
riboniikleazlar, fosfotransferazlar veya fosforik diester hidrolazlar1 olarak
Ozellesmistir. Daha ileri Ozellikleri bu enzimlerin hem endoniikleaz hem de
ekzoniikleaz olmasidir. Parcalanma reaksiyonu, ribozun 3’-oksijeni ile fosfat
arasinda meydana gelirse 5’-fosfomonoester (E.C. 3.1.26) olusmaktadir ya da
ribozun 5’-oksijeni ile fosfat arasinda meydana gelerek 3’-fosfomonoester (E.C.
3.1.27) olusmaktadir (Beintema and Zhao, 2003; Akpinar, 2008).

Hem prokaryotik hem de 0karyotik hiicreler ¢cok sayida riboniikleaz (RNaz)
enzimine sahip olup bu enzim DNA replikasyonundan, gen ifadesinin kontroliine
ve hatta mikroorganizmalara kars1 savunmada gorev almaktadir. Bunlar arasinda
bir grup RNaz hiicre disina salgilanmakta veya salgilama yolizinde gorev alan
vakuol ya da lizozom gibi organellerde lokalize olmaktadirlar. Dolayisiyla
normalde RNA’ 1n varligi ile iliskide olmayan bir alanda bulunabilmektedirler. Bu
RNaz’ lar RNA molekiiliinti 2°-3-siklik fosfat araciligiyla parcalayarak oligo ve

mononiikleotit iiriinlerin olusumu ger¢eklesmektedir (Maclntosh, 2011).
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2.5.2.1 Riboniikleazlarin siniflandirilmasi

Tarihsel siirecte, riboniikleaz enzimi 2’-3’-siklik fosfat araciligryla RNA’
dan  3’-fosfomonoester  olusturmaktadir ve bu  Ozelliginden dolay1
deoksiriboniikleik asit iizerinde aktivite gosterememektedir (Beintema and Zhao,
2003). 2’-3’-siklik fosfat araciligiyla faaliyet gosteren RNaz’ lar molekiil
agirliklar, baz spesifitesi, pH se¢imi ve orijinine gore ii¢ grupta incelenmektedir:
RNaz A, RNaz T1 ve RNaz T2 aileleri (Beintema and Zhao, 2003; Maclintosh,
2011).

RNaz A Ailesi

Filogenetik ¢alismalar RNaz A’ in amfibilerden siiriingenlere, kuslara ve
memelilere kadar bir¢cok canli tiiriinde hem yapisal hem de fonksiyonel olarak
bulundugunu gostermistir (Maclntosh, 2011). Pirimidin spesifik riboniikleaz A
siiperailesi iyi karakterize edilmis ve dizisi ¢ikartilmis ¢ok sayida homolog
proteinden meydana gelmektedir Sigir pankreatik ve sperm RNaz’ lari, insan
angiogenin ve Rana pipiens oosit RNaz’ lariin ii¢ boyutlu yapilar1 ¢alisilmis ve
bu enzimlerin molekiiler yapilar1 cok benzedigi bulunmustur. Ayrica proteinlerin
aktif bolge yapilar ile hidrofobik yiginlar olduk¢a korunmus oldugu bildirilmistir
(Beintema et al., 1997).

Farkli RNaz ailelerine ait riboniikleazlar arasinda substrat spesifitesinde ve
enzimatik  Ozelliklerinde farkliliklar  bulunmaktadir. Farkli ailelere ait
riboniikleazlar arasindaki karakteristik farklardan birisi poly(C) ya da poly(U) gibi
polimerik substratlar1 pargalama gibi nispi tercihleridir. RNaz A siiper ailesi
iiyeleri maya RNA’ s1 kullanilan standart testlerde c¢ok diisiik aktivite
gostermektedir. RNaz A siiperailesi {iyelerinden olan sigir pankreatik
riboniikleazinda ya 66 ya da 122 pozisyonda bulunan bir bazik aminoasit
eksikliginden dolayr maya RNA’ s1 iizerinde c¢ok diisiik aktivite gosterdigi
bulunmustur (Beintema et al., 1997).

Memeli (pankreatik-tip) RNaz 1 iki asamali reaksiyonu katalizlemektedir:

2’-3’ siklik niikleotit fosfatlarin olusumunu saglayan bir transfosfosrilasyon ve



78

bunu takiben bu siklik bilesiklerin hidrolizidir. Aktif bolgede yer alan iki histidin
kalintis1 hem hidrojen alicis1t hem de vericisi olacak sekilde simetrik olarak yer
almaktadir. Hidroliz reaksiyonu transfosforilasyondan c¢ok daha yavas
gergeklesmektedir (Beintema et al.,, 1997). Sekil 2.6 da sigir pankreatik
riboniikleaz (riboniikleaz A siiperfamilya iiyesi) tarafindan katalizlenen iki etkin

reaksiyon gosterilmigir (Beintema and Zhao, 2003; Akpinar, 2008).
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Sekil 2.6 Bovin pankreatik riboniikleaz tarafindan katalizlenen iki etkin reaksiyon gosterilmistir

(Beintema and Zhao, 2003; Akpinar, 2008).

RNaz T1 Ailesi

Bir¢cok RNaz molekiiler boyutu ve spesifitesinden dolayr RNaz T1 aliesine
dahildir. RNaz T1, bir guanilik asit spesifik RNaz olup molekiil agirlig1 11 kDa
civarindadir. RNaz T1 ailesi protein dizisine bagli olarak iki alt aileye
ayrilmaktadir: RNaz T1 alt ailesi ve barnaz alt ailesi. RNaz T1 alt ailesine mensup
riboniikleazlar sahip olduklari distilfid bagina gore gruplara ayrilmaktadir (lrie,

1997).

RNaz T1 ailesinin enzim aktivitesinden sorumlu aminosit kalintilar1 iki
histidin, bir glutamik asit ve bir arjinin olabilecegi diisiiniilmektedir. RNaz T1
ailesine ait riboniikleazlarin X-ray ve NMR’ dan elde edilen ii¢ boyutlu yapisinin
bir a-heliks (Ser-13-Glu-28) ve dort antiparalel B-kirikli 1 (Pro-39-Tyr-42), 2
(Pro-55-Pro-60), PB3 (Asn-76-Phe-80) ve B4 (Leu-86-Tyr-91) yapidan
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olugmaktadir. a-heliks hemen hemen B-kiriklilara dik olarak yer almaktadir.
Enzimin aktif bolgedeki komponentleri B1 ve B4 kirikli yapilarinda bulunmaktadir
(Irie, 1997).

RNaz T1 ailesine ait riboniikleaz enziminin katalitik mekanizmasinda Glu-
58 ve His-40 ya da His-92 iki histidin kalintisindan birisi is gormektedir.
Reaksiyonun ilk basamaginda, Glu-58 genel bir baz olarak is gérmekte ve
guanilik asidin 2’-OH’ den protonlar1 almaktadir. His-40 ya da His-92’ ye transfer
edilen proton niikleotidin salmmasini saglamaktadir. ikinci asamada, histidin bir
baz olarak ¢alismakta ve su molekiiliinii aktif hale getirir ve de Glu bir proton

vericisi olarak ¢aligmaktadir (Irie, 1997).
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Sekil 2.7 RNaz T1 igin 6nerilen mekanizma (Irie, 1997).

RNaz T2 Ailesi

RNaz T2 ailesinin ismi Aspergillus oryzae RNaz’ indan gelmektedir. RNaz
T2 enzimi bir adenilik asit spesifik RNaz olarak tanilanmistir. Bu enzim ile
yapilan caligmalarda maya RNA’ sindan 3’-adenilik asitleri agiga c¢ikartan bir
36kDa’ dan daha biiyiik bir glikoprotein oldugunu gosterilmistir. RNaz T2’ in
optimum pH’ s1 pH 4,5 civaridir (Irie, 1997).
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RNaz T2 benzeri enzimler, RNaz A (bir pirimidin baz spesifik RNaz) ve
RNaz T1 (bir guanidin baz spesifik RNaz)’ e benzemeyecek sekilde biitiin dort
bazi da pargalayabilmektedir. Keza, 24 kDa’ dan daha biiyiik molekiiler agirliga
sahip olmalari1 ve bir asit RNaz olmalariyla da karakterize edilirler. RNaz T2’ in
asidik aktivite gostermesi vakuol ve lizozomda yer alarak hiicrenin kendi ise
yaramayan RNA’ larinin parcalanmasinda da is gordiigi distiniilmektedir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda, fungal RNaz’ larin primer yapist RNaz T2 ile
bliyiik benzerlikler gostermektedir. Bunlarin disinda, diger iki RNaz ailesinden
protozoonlar, bitkiler, bakteriler, hayvanlar ve viriislerde de yer alarak daha fazla

organizmada yayilim gostermektedirler (Irie, 1997; Luhtala and Parker, 2010).

RNaz T2 ailesi iiyeleri tipik olarak hiicre digina salgilanmakta veya lizozom
ya da vakuol gibi organellerde lokalize olmaktadirlar. Bu proteinler salgilama
yolizine girdiklerinde, dkaryotik hiicrelerde genel olarak glikozillenmektedirler.
Ancak, S. cerevisiae’ da Rnyl proteini oksidatif stres altinda vakuollerden
sitozole birakilmaktadir. Bunun disinda, daha 6zel durumlarda ise salgilanmis T2
tip riboniikleazlar diger hiicrelerin igine gegerek hedef hiicreye sitotoksik etki

gostermektedir (Luhtala and Parker, 2010).

RNaz T2 enzimi tarafindan RNA parg¢alama mekanizmasi1 ve yapisi ¢ok
calisilmistir. Bakteri, bitki ve fungal elde edilen RNaz T2 ailesine ait enzimler
kristalize edilmis ve korunmus bir o/ merkez yapisinin bulundugu gosterilmistir.
Substrat baglama bolgeleri de kristalize edilmis ve B1 ve B2 olarak isimlendirilen
iki korunmus bolgenin sirasiyla 5°- ve 3’- bolgelerinden niikleotitlere hiicum
ederek fosfat bagmin kirilmasini gergeklestirmektedirler. Enzim tarafindan
katalizlenen reaksiyon bir veya ii¢ histidin grubu tarafindan yapilmaktadir ve
enzimin aktif bolgesinde korunmus olarak bulunmaktadir. Cesitli proteinlerde bu
histidinler DNA mutasyonlar1 veya kimyasal modifikasyonlarla degistirilerek hem
in vitro hem de in vivo’ da RNaz aktivitesi inaktif hale getirilmistir. Diger
taraftan, diger transferaz riboniikleaz enzimlere benzer sekilde, RNaz T2 aliesi
liyeleri tarafindan gergeklesen RNA parcalanmasi iki agsamada gerceklesmektedir:
transfosforilasyon ve hidroliz. Bu asamalarin her birinde iki histidin grubu asit-
baz katalizini gergeklestirmektedir (Luhtala and Parker, 2010). Cizelge 2.5’ te ii¢

RNaz ailesinin farkliliklar1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.8 RNaz T2 ailesine ait riboniikleazlar tarafindan katalizlenen iki etkin reaksiyon

gosterilmistir (Luhtala and Parker, 2010).

Cizelge 2.6 Temel ii¢ RNaz ailesinin farkliliklari (Luhtala and Parker, 2010)

Aile Organizma Optimum Aktivite Substrat
Dagilim gosterdigi pH Spesifitesi

Genellikle Zayif asidik (pH 6,5-7) ya | Pirimidin baz

RNaz A S el
hayvanlarda da alkali aktivite (pH 7-8) | spesifitesi
Bazi fungus ve . Guanilik asit

RNaz T1 bakterilerde Alkalin (pH 7-8) spesifitesi

RNaz T2 Can'hlar aleminde Asidik (pH 4-5) Subsftrat o
genis yayilim spesifitesi diislik

2.5.2.2 Riboniikleazlarin fizvolojik islevleri

Biitiin canlilarda bulunan RNaz enzimi farkli organizmalarda belirli
fonksiyonlar1 gergeklestirmektedir. Bu fonksiyonlarindan ilki beslenme igin
ekstraselliiler niikleik asitlerin par¢alamasidir. Bitkilerde cesitli ribontikleazlar
fosfat acligi esnasinda niikleik asitlerden fosfatlar1 almaktadirlar. Ornegin,
domates hiicrelerinde riboniikleaz LE fosfat a¢lig1 esnasinda indiiklenmekte ve bu
enzimin aktivitesi bu sartlar altinda artmaktadir. Fosfat agligi esnasinda artan

sentez ve salgilama ile birlikte bir fosfodiesteraz aktivitesi saptanmis ve bu




82

aktivite fosfat acligi esnasinda ekstraselliiler RNA substratlarinin parcalanmast

modelini desteklemektedir (Luhtala and Parker, 2010).

Keza lizozom ve vakuollerde RNaz’ in varhigi, sitoplazmik RNA’ in otofaj
esnasinda geri doniistimiinde gorev almaktadir. asidik boliimler i¢inde otofajik
parcalanma icin RNA substratlarin olas1 bir kaynagimi RNA graniilleri
olusturmaktadir. Ornegin, kiimelenmis proteinler ubikuitin ve ubikuitin benzeri
modifikasyonlar1 taniyan spesifik reseptér molekiillerini i¢eren otofajin bir segici
formu ile uzaklastirilirlar. Bu proteinlerin bazi sitoplazmik kiimeleri RNA’ da

icermektedir ve otofaj i¢in hedef olmaktadir (Luhtala and Parker, 2010).

Yapilan son caligmalar, insan RNASET2 proteinin bagisliklik sistemi
iizerine etkili olan ndro-gelisimde onemli bir rol oynadigimi gostermektedir.
RNASET2 geninde meydana getirilen mutasyonlar, sistik lokoansefalopatiye
neden olan bir otozomal resesif hastaligi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Keza,
kongenital sitomegalovirusuyla (CMV) enfekteli insanlarda bu genin kayboldugu
gosterilmistir. CMV  enfeksiyonlarini bir konak¢r korumasi mekanizmasinda
gorev alan RNaz L enzimi tarafindan inaktive edilmektedir. Dolayisiyla,
insanlarda RNaz L inaktivasyonu veya RNASET?2 proteinin kaybi ekstraselliiler
ya da hiicre i¢indeki tek iplikli RNA’ larin parcayamamasina sebep olur ve CMV
enfeksiyonlarmin sonucunda insan gelisiminde immun sistem yetersizligi
goriilmektedir RNASET?2 caligmalarindan saglanan diger bir bilgide, ¢esitli rahim
timorleri ve kanser hiicre hatlarmin bir tiimor baskilayict olarak islev
gormektedir. Dahasi, hiicre icine RNASET2’ in girmesi kiiltiire edilmis rahim
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigi, tiimdrogenesis, metastazik
potansiyelini azaltigi bulunmustur. A. niger kiifiinden elde edilen ACTIBIND
olarak isimlendirilen bir RNaz T2 hiicre iskeletinde bulunana aktinlere baglanarak
fare modellerinde ¢esitli tiimorlerin biliylimesini ve yayilmasini engelledigi

bulunmustur (Luhtala and Parker, 2010).

Bircok durumda, RNaz T2 aile iiyeleri sitotoksik ajan olarak da gorev
almaktadir. RNaz T2 proteinlerinin sitotoksisite 6zelligine bir drnek olarak klasik
domuz atesi viriisii (CSFV) ve sigir viral diare virlisii (BVDV) verilebilir. Bu

viruslar E™ ad1 verilen bir glikoprotein kilifa sahip olup bir RNaz T2 domainine
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sahiptir. Hiicre kiiltiir calismalarinda, limfositlere karsi sitotoksik etki gdsteren bu
enzim epitel ve diger konakg1 hiicrelerine karsi sitotoksit etki gostermemektedir

(Luhtala and Parker, 2010).

2.5.2.3 Riboniikleazlarin kaynaklari

Riboniikleazlar biitiin canlilarda bulunan enzimlerdir. Genel olarak, RNaz A
ailesine mensup riboniikleazlar 6zellikle insanlarinda oldugu yiiksek okaryotlarda
bulunmaktadir. RNaz T1 aile iiyeleri sadece belirli bakteri ve funguslarda
bulunmaktadir. Canlilar arasinda en fazla dagilim gosteren riboniikleaz enzim
ailesi olan RNaz T2 arkea iiyeleri hari¢ protozoonlar, bitkiler, bakteriler,
hayvanlar, funguslar ve viriislerde bulunmaktadir (Beintema et al., 1997; Irie,

1997; Beintema and Zhao, 2003; Luhtala and Parker, 2010; MacIntosh, 2011).

2.5.2.4 Riboniikleazlarin endiistride kullanimlari

Riboniikleazlar (RNaz) molekiiler biyoloji ve kozmetik endiistrisinde genis
kullanimindan dolay: ticari dneme sahip oldugu diisiiniilmektedir. Onemli bir
analitik ara¢ olarak diislintildiiglinde, RNazlar, RNA’nin yap1 ve fonksiyonu
lizerine ¢ok Onemli rolleri bulunmaktadir. Tek hiicre iiretiminde, biyomasstan
RNA’1 uzaklastirmak i¢in kullanilmaktadir. Keza RNaz ticari olarak klinik amagh
veya gida endiistrisi i¢in niikleotid tiretmekte de kullanilmaktadir. Bazi RNazlar
terapotik amaclar i¢in potansiyeli oldugundan gelistirilmistir. Son yillarda, yapilan
bir seri c¢alismalar, tiimor olusumunun kontroliinde, tiimor hiicrelerinin
oldiirilmesinde ve HIV-1 viriis replikasyonunun inhibisyonunda énemli biyolojik

fonksiyonlar1 oldugunu géstermistir (Xiong et al., 2003; Akpinar, 2008).

2.6 Maya Hiicrelerinden Enzim Saflastirmasi

2.6.1 Genel protein saflagtirma yontemleri

Proteinlerin ve dolayisiyla enzimlerin saflagtirlmasinda plan ve strateji
belirlenirken oncelikle birkag anahtar soruya yanit aranmalidir. Proteinlerin

saflastirilmasi ¢ogunlukla kendisi i¢in bir son nokta degildir, saflastirilmis protein
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eldesi daha sonraki calismalar i¢in gereklidir. Bu calismalarin gereksinimleri, ne
kadar saflagtirilmis protein gerektigi, aktivite kaybinin tolere edilebilirligi, nasil
bir saflikta olabilirligi ve de proteinin saflagtirma ve maaliyeti iizerinde belirleyici
olurlar. Ornegin, yapisal galismalarda cok miktarda ileri derecede saflastirilmis
proteine gereksinim vardir. Maliyet ve zaman ikincil 6neme sahiptir. Yapi-islev
iligkileri calismalarinda ise aktivite gerekli oldugundan hiz gerekli olabilmektedir.
Endiistriyel uygulamalar s6z konusu oldugunda, Ornegin gida endiistrisinde
nisastanin hidrolizi gibi bir proseste biiyiik miktarlarda proteine gereksinim vardir
ve saflik derecesi maliyet igin tali 6nemdedir. Torapotik uygulamalar s6z konusu
oldugu zaman saflik en st diizeyde dnemlidir ve ¢ok kii¢lik miktarlarda kullanim
s6z konusudur. Saflastirilmis proteininin miktar1 sadece baslangic materyalinin
miktarma bagli degildir, ayn1 zamanda saflastirma verimine de baghdir. Protein
saflagtirma islemlerinin her bir adiminda bir miktar kayba ugrar. Bu nedenle,
saflagtirma verimini arttirmak i¢in en az sayida saflastirma adimi kullanilmalidir.
Buna karsilik saflagtirma adimlar1 en aza indirildiginde ise proteininin saflastirma

derecesi azalacaktir (Erarslan, 2011a).

2.6.2 Protein saflastirilmasinda kullanilan temel kromatografik teknikler

Kramotografi bir numune igindeki komponentlerin hareketli ve durgun
fazlar arasinda yapilan diferansiyel bir ayirma islemidir. Uygulamalarin ¢ogunda
durgun faz bir kolon i¢ine doldurulan kiiresel partikiillerden olusur. Ayrilacak
proteinlerin bir karigimi hareketli faza verilir ve bu fazin i¢inde kolon boyunca
gb¢ etmesi saglanir. Kati fazla daha fazla etkilesimi olan proteinler hareketli fazla
daha fazla etkilesimi olan proteinlerden daha yavas olacak sekilde gog¢ ederler ve

bunun sonucu ayirma gerceklesir. (Erarslan, 2011b).

2.6.2.1 iyon degistirme kromatografisi

Proteinler yapilarindaki asidik ya da bazik amino asitlerin yan zincirlerinde
bulunan ve yiizeylerine dogru yer alan pozitif ya da negatif ytliklii gruplar tasirlar.
Pozitif yiikleri histidin, lizin, arginin ve daha az derecede N-terminal aminler
saglarlar. Negatif yiiklii gruplar ise aspartik ve glutamik asitler, C-terminal
karboksi gruplari1 ve daha az derecede sistein gruplarindan ileri gelir. Bir proteinin

net elektrik yiikii tizerindeki negatif ve pozitif yiiklii gruplarin bagil sayisina bagl
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olup pH ile degisir. Pozitif ve negatif yiikleri esit oldugu durumdaki pH degerine
izo-elektrik nokta (pI) denir. Proteinlerin biiyiikk ¢ogunlugu pH’ s1 5-9 arasinda
degisen bir pl degerine sahiptir. pl degerlerinin iizerinde proteinler negatif

elektrik yiikiine altinda ise pozitif elektrik yiikiine sahiptirler (Erarslan, 2011b).

Iyon degistirme proteinleri elektrik yiikiine bagli olarak ayirmayi esas ve
sadece elektrik yiiklii gruplarindaki marjinal degisikliklerle tekrar ¢éziinmelerini
hedefler. Proteinlerin ayrilmasi onlarin tamponlu mobil faz ve inorganik elektrik
yiiklii gruplari ilistirildigi bir matriksten ibaret olan durgun faz arasindaki denge
dagilimlarinda olan farkliliktan yararlanilarak bagarilir. iyon degistirmenin protein
saflastirmasinda etkin olarak kullanilabilmesi i¢in durgun faz pozitif yiikli ya da
negatif yiiklii proteinleri baglamaya muktedir olmalidir. Bu amagla iyon
degistirici matrisler anyonik proteinlerin adsorpsiyonu i¢in pozitif yiikli
gruplartyla modifiye edilirler. Proteinin yiiklii gruplart ve durgun fazin yiikli
gruplart birbirleriyle iliskilerinde karsit iyonlar basit, diisiik molekiil agirliklt
iyonlardir. Proteinlerin durgun faza baglanabilmesi i¢in her iki gruptaki karsit
iyonlar elektronik olarak dissosiye olmus durumdadirlar. Karsit iyonlar bir protein
ile baglanmalarin1 dnlemek igin degistirici gruplar tararlar. Na* ve H* katyon
degistiriciler i¢in, CI, ve OH de anyon degistiriciler i¢in kullanilan karsit

iyonlardir (Erarslan, 2011b). Iyon degistirme kromatografisinin temel adimlart

2
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Sekil 2.9” da gosterilmistir.
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Negative-charge proteins

Sekil 2.9 Iyon degistirme kromatografisinin temel adimlarinin sematik gosterimi (Sattayasai,

2012).
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2.6.2.2 Jel gecirgenlik kromatografisi

Jel gecirgenlik kromatografisi farkli molekiil biiytikliiklerindeki proteinlerin
ayrimini esas alan bir partitisyon kromatografisi seklidir. Bu kromatografi ayni
zamanda jel filtrasyonu, jel ekskliizyon kromatografisi, molekiiler elek
kromatografisi ya da daha basit olarak jel kromatografisi gibi isimler de alir

(Erarslan, 2011b).

Jel gecirgenlik kromatografisinin temelinde yatan molekiillerin solvent ve
belirli bir porozitedeki durgun faz arasinda ayrilmasi yatar. Ayirma prosesi
kiirecik seklinde olan pordz matriksin ¢oziicli ile ¢evrelenmis olarak bir kolona
doldurulmas1 ve iizerinden orneklerin gegirilmesi ile saglanir. Durgun fazdaki
matriksin gozeneklerinden daha kiiciik olan molekiiller matriksin gozenekleri
icine girerler ve kolon boyunca daha yavas hareket ederler. Gozenek
biiylikliigiinden daha biiyiik olan molekiiller ise durgun faz tarafindan disarida
birakilirlar ve dolayistyla kolonu ilk oOnce terk ederler. Ara biiyiikliikteki
molekiiller matriks icerisine girebilirler fakat kolon ig¢inde kiigiik
molekiillerinkinden daha kisa siire kalirlar. Bdylelikte molekiillerin  hepsi

kolondan azalan biiyiikliik sirasina gore eliie olurlar (Erarslan, 2011b).

Baz1 proteinler jel gecirgenlik kromatografisinde anormal davranislar
gosterirler, bunlar globiiler bi¢ciminde olmayan proteinlerdir. Genellikle aym
molekiil biiyiikliiglinde olan fakat uzun ince proteinler daha erken eliie olurlar.
Ure ve guanidin HCI gibi denatiire edici maddeler tersiyer ve kuaterner yapidaki
protein striiktiirlerini tesadiifi kivrim konfigiirasyonuna doniistiirerek molekiiler
agirliklarina karsi daha duyarli bir konuma gelmelerine neden olurlar. Jel
gecirgenlik kromatografisinin ayirma mekanizmasi her iki molekiiler bi¢im ve
kiitle i¢in olacak sekilde olup; jel filtrasyon kromatografisinin ¢ozeltideki molekiil
bi¢imini belirlemede kullanilmasina olanak verir. Dolayisiyla jel gegirgenlik
kromatografisi denetiirasyonun gozlemlenmesinde kullanilabilir (Erarslan,
2011b). Jel gecirgenlik kromatografisinin temel adimlari Sekil 2.10° da

gosterilmistir.
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Sekil 2.10 Jel gegirgenlik kromatografisini kullanilarak iki farkli proteinin ayrimi (Sattayasai,
2012).

2.6.2.3 Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi bir biyolojik ligand (substrat, koenzim, hormon,
antikor ya da niikleik asit) ya da onun sentetik bir analogu ile protein molekiilii
tizerindeki komplementer baglanma bdlgesi arasinda olan 6zgiin etkilesimi esas
olan giiclii bir protein saflastirma teknigidir. Afinite kromatografisinde proteinler
spesifik bir liganda baglanir fakat daha sonra ¢ozeltiye geri doner. Bir bagka
deyisle ligand molekiilin immobilize oldugu solid destek matriksi ile protein
molekiilii arasindaki biyolojik afiniteye dayanan geri doniisiimlii bir baglanma s6z
konusudur. Hedef protein ile matriks arasindaki etkilesim adsorpsiyon
kromatografisinde genellikle yararlanilan izoelektrik nokta ya da hidrofobisite
gibi 6zellikleri temel almamaktadir. Burada s6z konusu olan etkilesim antikorlarin
antijenlerle, enzimlerin substrat analoglariyla, niikleik asitlerin baglanma
proteinleriyle ve de hormonlarin reseptorleriyle olan etkilesimleri tiiriindendir. Bir
afinite kromatografi islemi asagidaki adimlar igerir: (i) uygun bir ligandin seg¢imi,
(i) tasiyict matriks tizerine ligand immobilizasyonu, (iii) protein karigiminin
matriks ile temas ettirilmesi, (iv) non-spesifik olarak baglanmis proteinlerin
uzaklastirilmasi, (v) ilgilenen proteinin saf olarak eliisyonu (Erarslan 2011b).

Afinite kromatografisinin temel adimlar1 Sekil 2.11° da gosterilmistir.
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Sekil 2.11 Afinite kromatografisinin temel adimlarinin sematik gosterimi (Sattayasai, 2012).

2.6.2.4 Hidrofobik etkilesim kromatografisi

Proteinler ¢ok sayida ve farkli miktarlarda amino asitlere sahiptirler ve
hidrofobik o6zellik gosteren amino asitler sudan uzaklasmayi tercih ederken
etmektedir: izolosin (I), 16sin (L), valin (V), alanin (A), metionin (M) gibi alifatik
amino asitler; fenilalanin (F), tirozin (Y) ve triptofan (W) gibi aromatik amino
asitler. Bu amino asitler bir ¢ogu suyla temas1 engellemek i¢in proteinin tersiyer
yapisinin merkezine gdmiilmektedirler. Su ile temasi en aza ¢ekmek icin yiizeyde
bulunan hidrofobik amino asitlerin ¢evresi ¢ok sayida hidrofilik amino asitlerce
cevrelenmektedir. Bu hidrofobik yiizeyler bir proteinin biyolojik roliinde gorev
alabilir, o6rnegin, kalmodulin kalsiyuma baglandiginda konformasyonu

degismektedir (Bonner, 2007).

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ters faz kromatografisi ile benzerlikler
gostermektedir: her iki kromatografide hidrofobik ligandli bir protein iizerindeki
hidrofobik amino asitlerin etkilesimi icermektedir. Ters faz kromatografisi i¢in
resinler hidrofobik etkilesim kromatografisinde yer alan resinlerden ¢ok resinlere
baglh daha fazla liganda sahiptir. Dolayisiyla proteinler kuvvetli bir sekilde ters
faz kromatografisi resinlerine kuvvetli bir sekilde baglanmaktadir. Sonug olarak,
bir ters faz kromatografisi resinine baglh proteinler etkili bir eliisyon i¢in organik
solventlere gereksinim duymakta ancak bu da proteinin biyolojik aktivitesinin

kaybiyla sonuglanmaktadir. Hidrofobik etkilesim kromatografisi resinleri iizerinde
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daha disiik ligand yogunlugu resinlerin protein baglama kapasitesini
aciklayamamakta (tipik olarak 10-30 mg protein / ml resin) fakat biyolojik

aktivitenin iyi geri kazanimini daha iyi saglamaktadir (Bonner, 2007).

Bir kromatografik ortamin bir protein ve hidrofobik yiizey arasinda geri
doniistimlii etkilesime bagli bir ayrimdir. Bu etkilesim yiiksek iyonik siddet
tamponu ile gerceklestirilir ve amonyum siilfat ¢coktiirmesinden sonra ideal bir
asama saglamaktadir. Yiiksek iyonik siddetli soliisyonlardaki numuneler kolono
baglanmaktadirlar. Daha sonra bagli substratlar differansiyel yollarla eliie
edilmektedir. Ellisyon i¢in genellikle tuz konsantrasyonunda azalma ile
gerceklestirilmektedir (Bonner, 2007). Hidrofobik etkilesim kromatografisinin

temel adimlar1 Sekil 2.12” da gosterilmistir.

=%

Hydrophobic )
ligands Matrix

L™

Sekil 2.12 Hidrofobik etkilesim kromatografisinin temel adimlarinin sematik gdsterimi

(Sattayasai, 2012).

2.6.3 Proteom projelerinde proteinlerin tanilanmasi

Proteom, organizma ya da hiicre tarafindan ifade edilen tiim proteinlerin
tanimlanmas1 olarak ifade edilebilir. Dolayisiyla ifade edilen tiim proteinleri
tanilama proteom g¢alismalarinin ana merkezidir. En basit anlamda, tanilama, bir
proteine ya da jel lizerinde elde edilen her bir noktaya veri tabaninda bir erigim
numarasi (accession number) vermektedir. Bdylece proteinin amino asit dizisi ile

genin DNA dizisi arasindaki iligki birlestirilir (Kazan, 2011).

2.6.3.1 Protein fragmentasyonu

Ya bir jelden saflagtirilmig protein ya da protein karigiminin kiitle
spektrometreden (MS) 6nce proteinler tripsin kullanilarak yapitaslarini olusturan

peptitlere parcalanmaktadir. Tripsin protein fragmentasyonu icin segilmis bir
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enzim olup ya bir lizin ya da arjinin C-terminal ucunda spesifik olarak
parcalayarak bir¢cok peptit olugsmaktadir. Sonugta her bir peptit sonunda pozitif
yiiklii amino asit kalintis1 bulunmaktadir. Bu pozitif yiikiin varligi “Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization- Time of Flight Mass Spectrometry
(MALDI-ToF ya da MALDI MS)” esnasinda peptit go¢iiniin anahtaridir. Dahast,
500-2500 Da araligindaki kiitlelere sahip peptitlerin bir¢ogu, cesitli MS araglari
ile saptanabilmektedir. Herhangi bir proteaz kontaminasyonu ile pargalama
icermeyen yiiksek nitelikli tripsin ile parcalandiginda ve endojenik kimotiriptik
aktivitesinden dolayi inhibe oldugundan siklikla kullanilmaktadir. Bu girisimlerin
herhangi birisi, MS tarafindan ardisik peptitlerin saptanma duyarliligint ve

etkinligini diisiirmektedir (Kavanagh, 2011).

2.6.3.2 MALDI-ToF MS

Protein kiitle spektrometresinin bu tipinde, saflastirilmig bir proteinden
tirevlenmis bir peptit pargasit bir enerji-absorblayan matriks materyali (a-Siyano-
4-hidroksisinnamik asit — HCCA) ile karistirilip ve metal bir hedef plaga
spotlanmaktadir. Kurutma asamasindan sonra, bu 6rnek, yliksek voltaj ve vakum
altinda lazer 15181 (337 nm) ile iyonizasyonu saglayacak bir MALDI-ToF kiitle
spektrometresinin vakum haznesine yerlestiriyor. HCCA lazer enerjisini peptitlere
transfer etmesini kolaylastirmaktadir ve bu peptitleri ugmasini saglamaktadir. Bu
peptitler pozitif yiiklendiginden time-of-flight algilayicisinda elektrostatik olark
“ucan” peptitleri saptamaktadir. Dolayistyla, peptit iyonlar kiitle / yiiklerine (m/z
ya da MS spektrumu) bagli olarak ayrilmaktadir. Bu, proteinin iginde mevcut tim
peptidler algilanacagi anlamina gelmemekte ancak diger biyomolekiiller (niikleik
asitler, karbohidratlar) ve bozulmamis proteinlerin analizi i¢in uygundur. Bununla
birlikte, 2’-5’-dihidroksibenzoik asit veya sinapsik asit gibi alternatif matriks
materyaller bazi analizlerde kullanilabilmektedir. MALDI-ToF MS hizli ve
otomatize bir teknik olmasina ragmen ¢oklu 6rnekler ¢alisildiginda ardisik olarak
analizlenmektedir ancak tek oOrneklerinin ¢alisildigi protein kiitle spektrometre

caligmalarina gére daha az duyarli olabilmektedir (Kavanagh, 2011).
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2.6.3.3 Elektrospray kiitle spektrometresi

MALDI-ToF MS analizine benzemeyecek sekilde, elektrospray veya
nanoelektrospray iyonizasyonu teknikleri (ESI veya nanoESI) direkt olarak sivi
bir fazdan gaz seklinde iyonize edilmis molekiiler peptitler olusturulmaktadir.
Peptit kiitlesinin ve sekansinin analizi i¢in kiitle spektrometresinin bu tipi son on
yillik siirecte peptitlerin ilk LC seperasyonlarin gerceklestirilmesiyle popiiler hale
gelmistir. Uygulamada, saf veya kismen saf bir proteinden bir peptit karisimi ilk
olarak ters faz yiiksek performansli sivi kromatografisi ile ayristiliyor. LC
kolonundan peptitler eliie edilirken nanoESI veya ESI ile iyonize edilirler. Daha
sonra, protein tanilamasina olanak saglayan in silico veritabanlarina karsi
sorgulamadan once yiiksek dogruluklu kiitle tayini gerceklesmektedir. ‘LC-MS
yaklagim1® baslangi¢ materyalin olduk¢ca az miktarlarin1 kullanarak oldukca
yiiksek protein tanilamasina olanak sagladigindan MALDI-ToF MS yonteminden
istiindlir. Dahasi, peptit saflastirilmast LC asamasi esnasinda meydana
geldiginden, 6rnek safligt MALDI kullanilmasindan daha fazladir. Hem MALDI-
ToF hem de LC-MS tekniklerinde saptanan peptitler ayrica daha kiigiik peptit
fragmentlerinin olugmasini saglayan tekrarlayan iyonizasyonuna MS/MS ya da

MS yoluyla maruz kalmaktadir (Kavanagh, 2011).

2.6.3.4 Shotgun proteomiks

Peptitlerin ayrimi i¢cin LC fraksiyonunda ilerlemelerden daha da 6nemli olan
bir veritabaninda yer alan proteine denk gelen peptitlerin saptanmasini saglayacak
algoritmalarin varligidir. Protein kiitle spektrometre ile kompleks bir karigimda
bulunan bir¢ok proteinin es zamanl tanilanmasi olasidir. Bu yaklasim ‘shotgun
proteomiks’ olarak bilinir ve de tripsinizasyon ve MS analizinden o6nce ilgili
proteinin safligina ihtiyaci ortadan kaldirmaktadir. Tripsin kesiminden sonra
sonuglanan karigim, yiizlerce protein ve binlerce peptit iceren baslangi¢ 6rneginde
bulunan biitiin proteinlerden tiirevlenen peptitleri i¢ermektedir. LC-MS/MS
tarafindan bu karisimin fraksiyonlanmasi ve taranmasindan sonra bit protein
listesi elde edilir ve uygun bir in silico veri tabaniya karsilagtirilmaktadir. Bazi

proteinler tek bir peptit ile tanilanabilirken ¢ogu durumda diger proteinler her



92

protein i¢in iki peptidin taranmasi ya da % 5-10° lik sekans kapsami, proteinin

dogru identifikasyonu i¢in gereklidir (Kavanagh, 2011).

2.6.3.5 Kantitatif proteomiks

Proteomiks stratejilerinde kullanilan protein tanilanmasi temel olarak
kalitatif bir durum olarak nitelendirilirdi. Bagka bir deyisle, biz bir proteinin
varligini saptariz ancak genel olarak bu proteinin ya da farkli sartlar altinda 6zel
bir proteinin miktarinin gercekte onun ne kadar oldugunu kantitatif olarak
bilemeyiz. Kantitatif proteomiks diferansiyel protein ifadelerini saptayan
goriintiileme analizlerini takiben iki deneysel sartin 2D-PAGE analizinin
karsilastirilmastyla gerceklestirilmektedir. Bu iglem genel olarak tripsin kesimi ve
LC-MS/MS analizini takiben ya sistein spesifik ya da lizin spesifik kimyasal
olarak isaretlenmis proteinler kullanilarak gerceklestirilmektedir. Daha sonra,
protein miktarinin Olgiilmesi, karsilastirilmali kiitle spektrumlarinda farkl
isaretlenmis peptit c¢iftlerinin iyon sinyal yogunlugunun Olgiilmesi ile
basarilmaktadir. Fungal proteomikste bu teknik: (i) protein ifadesinin kapsami
iizerine kiiltiir sartlarinin etkisini arastirmak (ii) gen delesyonunu takiben global
veya spesifik protein ifadesinin degistirme ¢alismalar1 ve (iii) enfeksiyon
esnasinda virulans faktor ifadesinin degistirilmesini anlamayi sagladiginda

onemlidir (Kavanagh, 2011).

2.7 Mayalarla Tlgili Tiirkiye’ de Yapilan Calismalar

Ulkemizde gidalarda ve gevrede bulunan mayalarin fenotipik ve genotipik
olarak tanilanmas: ile ilgili ¢alismalar mevcuttur. Fenotipik tanilama ile ilgili bir
calisgmada Corbact (2008) tarafindan gergeklestirilen bir yiiksek lisans
caligmasinda, yiiksek sicaklik ve ekstrem pH’ da D. hansenii strainlerinin
bliylimesi {lizerine sodyumun etkisi adli ¢alismasinda 60 izolatin 36’s1 fenotipik
olarak D. hansenii olarak tanilanmistir. Fenotipik tanilama ile ilgili diger bir
caligmada Goziitok (2013) tarafindan yapilan bir yiiksek lisans ¢alismasinda, ev
tipi ve endiistriyel tursu Orneklerinden maya izolasyonu gerceklestirmis ve elde

edilen 12 maya izolat1 API ID 32C biyokimyasal kit sistemi kullanilarak Candida
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aff. sorboxylosa, Hanseniaspora opuntiae, Hanseniaspora uvarum, Kazachstania
exigua, Pichia barkeri, Pichia fermentans, Pichia kudriavzevii, Pichia kluyveri ve
Pichia membranifaciens olarak tanilanmistir. Fenotipik ve genotipik tanilama ile
yapilan bir c¢alismada Yalgin (2007) tarafindan gergeklestirilen doktora
calismasinda, beyaz peynirlerde bozunmaya yol acan 92 adet maya izolat1 izole
etmig ve calisma sonucunda en yaygin olarak bulunan tiirleri; D. hansenii, Y.
lipolytica ve K. marxianus olarak tanilamistir. Hem fenotipik hem de genotipik
olarak tanilama yapilan baska bir ¢alismada, Oztiirk (2013) tarafindan yapilan
yiikksek lisans c¢alismasinda, geleneksel Tiirk sucuklarindan maya izolasyonu
gerceklestirilmis, bunlarin  fenotipik ve genotipik olarak tanimlanmasi
gerceklestirilerek bu mayalarin sucuk iiretiminde kullanilmasi ve sucugun
karakteristik Ozelliklerine uygun olanlarin starter kiiltiir olarak belirlenmesi
arastirilmistir. Bu calisma sonucunde elde edilen saf maya izolatlart API ID 32C
kitleri kullanilarak mini API sisteminde fenotipik olarak tanilanmig ve tanilama
sonucunda en fazla sayida strainin Candida genusuna ait oldugu oldugu, bunun
disinda Cryptococcus, Geotrichum, Rhodotorula ve Zygosaccharomyces genusuna
ait mayalarin da bulundugu saptanmistir. Bu maya strainleri Rep-PCR, RAPD-
PCR ve 26S rDNA dizi analizi gibi genotipik tanilama sonucunda, Candida,
Debaryomyces, Cryptococcus,  Torulaspora, Clavispora,  Yarrowia,
Kluyveromyces, Pichia,  Sporobolomyces, = Rhodotorula, Kazachstania,
Issatchenkia, Filobasidium ve Wickerhamomyces gibi maya cinslerinin bazi
tiirleri de saptanmustir. Gilingér (2009) tarafindan yapilan bir yiiksek lisans
caligmasinda, agir metallerle kirlenmis g¢evrelerden maya izolasyonu
gerceklestirilmis ve elde edilen 20 maya izolati hem Barnett et al. (2000)
tarafindan Onerilen fenotipik hem de 1TS1-5,8S rDNA-ITS2 bolgesi PCR ile
cogaltilmis ve bu bolgenin sekansi saptanarak genotipik olarak tanilanmistir.
Tanilamalar sonucunda en fazla maya straininin Y. lipolytica oldugu bulunmustur.
Tiirkiye’de Y. lipolytica ile ilgili bir ¢alisma Karasu-Yalg¢in (2007) tarafindan
yapilan doktora calismasinda yapilmistir ve ilgili ¢alismada Y. lipolytica ile sitrik
asit Uretiminde {izim sirasinin kullanilmasiin etkileri arastirilmistir. Diger bir
caligmada ise Celik (2012) tarafindan yapilan yiiksek lisans tezi kapsaminda, iki
Y. lipolytica straininin hem sitrik asit hem de izositrik asit tiretimlerini farkli
karbon kaynaklarinda arastirmis ve her iki maya straininde sitrik asidi en fazla

glukoz ve gliserol igeren ortamlarda trettigini bulurken, izositrik asit iiretiminin
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en fazla aygigek yaginda tiretildigini saptamistir. Tiirkel ve Arik (2010) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada, S. cerevisiae’ da Pho85 geninde bir mutasyon meydana
getirilmis ve SUC2 geninden invertaz biyosentezinin kontrol edilmesi ve yiiksek
oranda glukoz alimi igin gerekli oldugu gosterilmistir. Mayalarla ilgili olarak
enzim tretimi ¢alismalar1 ¢ok olmakla birlikte, enzim saflastirma ¢alismalar1 ¢ok
simirlidir. Tiirkel ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, yiiksek ozmotik
stres ve azot aghgr altinda K. lactis ve K. marxianus mayalarinda [3-galaktosidaz
enzim sentezi tizerine etkilerini arastirmiglar ve azot a¢hgmin K. lactis’ de -
galaktozidaz biyosentezinde Onemli seviyede azalmaya neden olurken, K.
marxianus’ da B-galaktozidaz biyosentezi 2 kat arttigi rapor edilmistir. Ayni
zamanda, bu ¢alismada, yiiksek seviyede siikrozun yerine NaCl’ iin K. lactis ve K.
marxianus da iiremeyi inhibe ettigi saptanmigtir. Yavuz (2013) tarafindan yapilan
yiikksek lisans ¢alismada yogurttan izole edilen bir Saccharomyces cerevisiae
mayasindan proteaz enzimi Uretilmis ve sirasiyla etanol ¢oktliirmesi ve afinite
kromatografisiyle saflastirilmistir. Bu enzimin molekiil agirligit SDS-PAGE’ de 43
kDa, optimum sicakliginin 105°C, optimum pH’ in 7, EDTA ile tamamen inhibe
oldugundan bir metalloproteaz oldugu saptanmustir. Ulkemizde Y. lipolytica’nin
hem alkalin ekstraseliiler proteaz hem de riboniikleaz enzimleri hakkinda ¢ok
fazla yaymna rastlanmamugstir. Akpinar (2008) tarafindan yapilan yiiksek lisans
calismasinda, Y. lipolytica® da alkalin ekstraselliiler proteaz ve riboniikleaz
iretimi lizerine farkli karbon kaynaklari, farkli azot kaynaklar1 ve degisen pH’ 1n
etkileri arasitirilmig ve her iki enzimin nétr pH’ da, glukoz ve diisiik molekiil
agirhikli azot kaynaklar1 eksikliginde en iyi iUrettigi saptanmistir. Bu c¢aligma
disinda mayalardan riboniikleaz enzimi {iretimi ve saflastirilmasi ile ilgili bir

caligmaya rastlanmamustir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Kullamlan mikroorganizmalar

Bu ¢alismada kullanilan 22 adet Yarrowia lipolytica straininden 10 tanesi
Akpmar (2008), diger 10 tanesi Giingdr (2009), 1 tanesi Oztiirk (2000) ve 1 tanesi
Yal¢in (2007) tarafindan yapilan yiiksek lisans ve doktora tezlerinde elde edilen

orneklerdir.

3.1.2 Kullanilan besiyerleri

Besiyeri 1: Malt Yeast Glukoz Pepton Broth/Agar

Malt ekstrakt 30
Yeast ekstrakt 30
D-glukoz 109
Peptone 5¢
(Agar) 20 ¢
Distile su 1000 ml

Besiyeri, distile suda ¢oziilerek otoklavda 121°C°de 15 dakika siire ile steril
edilmistir. Bu besiyeri, DNA izolasyonunda mayalarin cogaltilmasinda

kullanilmistir (Atlas, 2004).

Besiyeri 2: Yeast Pepton Glukoz Agar (YPD)

Yeast Ekstrakt 109
Pepton 209
D-Glukoz 209
Agar 209

Distile Su 1000 ml



96

Besiyeri, distile suda ¢oziilerek otoklavda 121°C’de 15 dakika siire ile steril

edilmistir. Bu besiyeri, mayalarin stok kiiltiir halinde saklanmasinda kullanilmigtir

(Atlas, 2004).

Besiyeri 3: Skim Milk Agar

Skim Milk petrileri hazirlanirken asagidaki sira takip edilir ve 15 ml
besiyeri igeren bir petride sirasiyla %10’luk Skim Milk soliisyonundan 1,5 ml,
KH,PO, ve Na;HPOQO, karisimindan 1,5 ml ve diger bilesenlerden 12 ml gelecek
sekilde aseptik sartlarda skim milk agar olusturulmaktadir.

* 50 mM fosfat tamponunda %10’luk Skim Milk (Difco) soliisyonunun 60
ml’si hazirlanir ve 105 °C’ de, 3 dakika steril edilir. Aseptik sartlarda her petriye
1,5 ml gelecek sekilde ilave edilir.

« 24 g/l KH,PO, ve 35,5 g/l NaHPO,4 karisiminin 60 ml’si hazirlanir ve
121°C’ de, 15 dakika steril edilir. Aseptik sartlarda her petriye 1,5 ml gelecek
sekilde ilave edilir.

* Yeast nitrogen base

(amino asitsiz amonyum siilfats1z) 19
Adenin 15 mg
Agar 12 g
Distile su 480ml

121°C’ de, 15 dakika otoklavda steril edilir ve aseptik sartlarda her petriye
12 ml gelecek sekilde ilave edilir.

Bu besiyeri ekstraselliiler alkalin proteaz enzim aktivitesinin tarandigi
besiyeridir. Inkiibasyon sonunda, proteolitik aktiviteye sahip Y. lipolytica
strainleri opak besiyerinde a¢ilma zonu olusturmaktadir. Acilma zonu
gerceklestirilen maya strainlerinin proteaz enzimini salgiladigi belirtilmektedir

(Cheng and Ogrydziak, 1987; Ogrydziak, 2003; Akpinar et al., 2011).
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Besiyeri 4: RNA Agar

Glukoz 109
Proteoz-pepton (Difco) 4g
RNA (Torula yeast type V1) 290
KH2PO, 0,145¢
MgSO4+7H,0 049
CaCl,*2H,0 0,159
NaCl 0,1g
Tiamin 1mg
Adenin 25 mg
Agar 20g
Distile su 1000 ml

Besiyeri, distile suda ¢oziilerek otoklavda 121°C°de 15 dakika siire ile steril
edilmistir. Bu besiyeri, ekstraselliiler riboniikleaz enzim aktivitesinin tarandigi
besiyeridir. Inkiibasyon sonunda, petrilerin iizerine Toluidine Blue O soliisyonu
spreylenerek birkac dakika sonra petrilerde koyu mavi zona kars1 olusan pembe
zonun ekstraselliiler riboniikleaz aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir

(Cheng and Ogrydziak, 1987; Ogrydziak, 2003; Akpinar et al., 2011).

Besiyeri 5: Gliserol Proteoz Pepton (GPP) (pH 6,8)

Gliserol 6,79
Proteoz pepton (Difco) 1649

Yeast nitrogen base

(amino asitsiz amonyum siilfatsiz) 1,79
Adenin 30 mg

100 mM fosfat tamponu (pH 6,8) 1000 ml



98

Besiyeri, distile suda ¢oziilerek otoklavda 121°C’de 15 dakika siire ile steril
edilmistir. Bu besiyeri, mikroorganizmalarin ekstraselliiler olarak iirettikleri
enzimlerini salgiladigi ortamdir. Bu besiyerinde organizmalarin irettikleri
ckstraselliiler alkalin proteaz enzimin tiretildigi besiyeridir (Cheng and Ogrydziak,
1987; Ogrydziak, 2003).

Besiyeri 6: Gliserol Proteoz Pepton-Sitrat (GPP-sitrat) (pH 5,0)

Gliserol 20 ¢
Proteoz pepton (Difco) 60

Yeast nitrogen base

(amino asitsiz amonyum siilfatsiz) 59
Adenin 60 mg
100 mM sitrat tamponu (pH 5,0) 1000 ml

Besiyeri, distile suda ¢oziilerek otoklavda 121°C’de 15 dakika siire ile steril
edilmigtir. Bu besiyeri mikroorganizmalarin ekstraseliiler olarak iirettikleri
enzimlerini salgiladigi ortamdir. Bu besiyerinde organizmalarin irettikleri
ekstraselliiler riboniikleaz enzimin {iiretildigi besiyeridir (Cheng and Ogrydziak,
1986; Cheng and Ogrydziak, 1987; Ogrydziak, 2003).

3.1.3 Kullanilan cozelti, tampon ve bilesikler

3.1.3.1 Molekiiler tanilama calismalarinda kullanilan materyaller

Lizis tamponu

EDTA (Sigma) pH 8,0 60 mM
NaCl (Sigma) 150 mM
SDS (Sigma) %1
Tris-HCI (Sigma) pH 8,0 400 mM

Bu tampon, DNA izolasyonunda kullanilmistir (Liu et al., 2000).
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Potasyum asetat tamponu

5 M Potasyum-asetat (Sigma) 60 ml
Glisial asetik asit (Sigma) 11,5ml
Distile Su 28,5 ml

Bu tampon, DNA izolasyonunda kullanilmistir (Liu et al., 2000).

Tris-borat-EDTA tamponu (TBE) (5x/L)

Trisma base (Sigma) 54,09
Borik asit (Sigma) 27,5¢
0.5 M EDTA (Sigma) pH 8.0 20,0 ml

Bu tampon, agaroz jel elektroforezinde DNA ve PCR iriinlerinin

yuritiilmesinde kullanilmistir (Liu et al., 2000).
izopropil alkol (soguk)
% 70’lik etanol (soguk)
Ultra saf su
Agaroz (Prona)
dNTP karisinm (100 mM, Fermentas)
Safeview (Niikleik asit jel boyasi, NBC Biologicals)
GelRed (Niikleik asit jel boyasi, Biotium)

Marker DNA (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas;
GeneRuler 50 bp Plus DNA Ladder, Fermentas)
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MgCl, (Fermentas)

PCR reaksiyon tamponu (Fermentas)

Restriksiyon Endoniikleazlar (Haelll, Hinfl, Rasl, Tagl, Fermentas)

Tag DNA Polimeraz (500 U, Vivantis)

Tag DNA Polimeraz (500 U, Fermentas)

Jel yiikleme tamponu (6x)

Orange G % 0,4
Sitkroz % 40
Ultra saf su 10 mi

Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilan primerler

ITS1-5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’

ITS4 -5 -TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

P108 — 5’-ACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3’

M3989-5’-CTACGGAAACCTCTACGGAAACCTTGTTACGACT-3’

NL1 -5 -GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’

NL4 - 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’

Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich)

BigDye Terminator Sequencing Buffer (Applied Biosystem)

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem)
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3.1.3.2 AEP ve RNaz enzimlerinin iiretimi, taranmasi ve saflastirma

calismalarinda kullanilan cozeltiler

Toluidine Blue O (Sigma type O) cozeltisi

% 50’ lik etanolde % 0,1’ lik toluidine blue O eklenerek soliisyon hazirlanr.
Bu soliisyon RNA agar petrilerinde inkiilbasyon sonucunda besiyerine spraylenir
ve koyu lacivert zemine karsi pembe zon olusumu RNaz aktivitesini taranmasinda

kullanilmaktadir (Cheng and Ogrydziak, 1987; Ogrydziak, 2003).

100 mM Fosfat Tamponu (pH 6,8)

Bu tampon alkalin ekstraselliiler proteaz enziminin GPP sivi besiyerinde
tiretilmesinde kullanilmaktadir. 51 ml 0,2 M NaH,PO, ¢ozeltisi ile 49 ml 0,2 M
Na;HPO, ¢ozeltisi karistirilir ve pH 6,8’ e ayarlanir. Daha sonra, son hacim saf su
ile 200 ml” ye tamamlanir (Atlas, 2004).

100 mM Sitrat Tamponu (pH 5,0)

Bu tampon ekstraselliiler riboniikleaz enziminin GPP-sitrat sivi besiyerinde
iretilmesinde kullanilmaktadir. 20,5 ml 0,1 M sitrik asit ¢ozeltisi ile 29,5 ml 0,1
M sodyum sitrat ile karistirilir ve pH 5,0’ a ayarlanir. Daha sonra, son hacim saf

su ile 100 ml” ye tamamlanir (Atlas, 2004).

Bradford (Coomassie Blue reaktif) Cozeltisi

100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 ml %95°lik etanol igerisinde
¢oziiliir ve daha sonra, 100 ml %85’lik (w/v) fosforik asit ile karistirilir. Son
olarak, soliisyon distile su ile bir litreye tamamlanmis ve Whatman #1 filtre kagidi
ile filtrelenir. Bradford reaktifi, protein konsantrasyonunun saptanmasinda
kullanilmistir (Bradford, 1976).
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AEP enziminin aktivite tayininde kullanilan cézeltiler

50 mM Glisin-NaOH tamponu (pH 10,5)

Glisin 3,759
NaOH 24
dH,0O 1000 ml

1 L distile suda, glisin ve sodyum hidroksit ayr1 ayr1 ¢oziilmiis ve bu iki

cozelti pH 10,5 olana dek birbiriyle karistirilmistir.

Kazein cozeltisi

50 mM Glisin-NaOH tampon ¢6zeltisinde % 0,6 g olacak sekilde ¢oziilerek

hazirlanmstir.
Trikloroasetikasit (TCA) ¢ozeltisi (0,44 M)
7,19 g (0,44 M) TCA 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.
Sodyum karbonat cozeltisi (0,5 M)
5,39 (0,5 M) Na,CO3 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.
Folin-Ciocalteau reaktifi (yar1 yariya seyreltilmis)

Folin-Ciocalteu fenol reaktifi, distile su ile 1:1 oraninda seyreltilerek

hazirlanmstir.

AEP enziminin saflastirmasinda kullanilan tamponlar
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30 mM Fosfat Tamponu (pH 6,4)

278 ml 0,3 M K;HPO, ¢ozeltisi ile 722 ml 0,3 M KH,PO, ¢ozeltisi
karigtirilir ve son hacim saf su ile 2000 ml’ ye tamamlanir. Daha sonra pH 6,4’ ¢

ayarlanir.

10 mM Tris Tamponu (pH 8,4)

0,1 M Tris-base ile 80 ml 0,1 M HCI ¢ozeltisi karigtirilir ve pH 8,4” e

ayarlanir.

0,5 M NaCl icen 10 mM Tris Tamponu (pH 8,4)

10 mM Tris tampon soliisyounna 0,5 M NacCl ilave edilmesi ile hazirlanir.

AEP enziminin saflastirmasinda kullanilan kromatografi kolonlarinin

hazirlanmasi

Sephadex G-75 jel filtrasyon kolonunun hazirlanmasi

6 g Sephadex G-75 100 ml 30 mM Fosfat Tamponu (pH 6,4) ile karistirildi
ve gece boyunca sigsmeye birakildi. Jel bir huni yardimiyla kromatografi kolonuna
dolduruldu. Hazirlanan jel peristaltik pompa yardimiyla kolona paketlendi. Kolon
ayn1 tampon ¢ozelti ile dengelendi. Kolonunun dengelendigi {isten alinan sivi ile

altan alinan sivinin absorbanslarinin ayni olmasi ile anlagildi (Erarslan, 2011b).

DEAE-seliiloz iyon degisim kolonunun hazirlanmasi

20 g DEAE-seliiloz 200 ml 0,5 N HCl ile aktiflestirildi. Kullanilan HCI iyon
degisim uglarim1 disar1 ¢ikmasini sagladi. 0,5 N NaOH ile yikanarak ortam
notralize edildi. Jel 10 mM (pH 8,4) Tris tamponu igine alindi. Kromatografi
kolonuna bir huni yardimiyla tampon ¢6zelti dolduruldu. Hazirlanan jel peristaltik
pompa yardimiyla kolona paketlendi. Kolon ayni tampon ¢ozelti ile dengelendi.
Kolonunun dengelendigi iisten alinan sivi ile alttan alinan sivinin absorbanslarinin

ayni olmasi ile anlasildi (Erarslan, 2011b).
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Ekstraselliiler RNaz enziminin aktivite tayininde kullanilan cozeltiler

100 mM Sitrat tamponu (pH 5,0)

20,5 ml 0,2 M sitrik asit ¢ozeltisi ile 29,5 ml 0,2 M sodyum sitrat ile
karistirilir ve son hacim saf su ile 100 ml’ ye tamamlanir. Daha sonra, pH 5,0’ a

ayarlanir.

RNA cozeltisi

100 mM sitrat tampon ¢ozeltisinin 100 ml’sinde 1,5 g RNA (Torula yeast
type V1) olacak sekilde ¢oziilerek hazirlanmustir.

Perklorik asit ¢ozeltisi

Perklorik asit % 12

Uranil asetat % 0,4

Ekstraselliiler RNaz enziminin saflastirmasinda kullanilan tamponlar

33 mM Fosfat Tamponu (pH 6,8)

497 ml 0,33 M K;HPO, ¢ozeltisi ile 503 ml 0,33 M KH,PO, ¢ozeltisi
karigtirtlir ve pH 6,8’ e ayarlanir. Daha sonra, son hacim saf su ile 2000 ml’ ye

tamamlanir.

20 mM Tris Tamponu (pH 7,0)

2,42 g Tris-base ile 150 ml 0,02 M HCI ¢ozeltisi karistirilir ve pH 7,0° ¢

ayarlanir Daha sonra, son hacim saf su ile 500 ml’ ye tamamlanir.

1 M NaCl icen 20 mM Tris Tamponu (pH 7,0)

20 mM Tris tamponuna (pH 7,0) 1 M NacCl ilave edilmesi ile hazirlanir.
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Ekstraselliiler RNaz enziminin saflastirilmasinda kullanilan kromatografi

kolonlarinin hazirlanmasi

Sephadex G-75 jel filtrasyon kolonunun hazirlanmasi

6 g Sephadex G-75 100 ml 33 mM Fosfat Tamponu (pH 6,8) ile karistirildi
ve gece boyunca sismeye birakildi. Jel bir huni yardimiyla kromatografi kolonuna
dolduruldu. Hazirlanan jel peristaltik pompa yardimiyla kolona paketlendi. Kolon
ayni tampon ¢ozelti ile dengelendi. Kolonunun dengelendigi iisten alinan sivi ile

altan alinan sivinin absorbanslarinin ayni olmasi ile anlasildi (Erarslan, 2011b).

DEAE-seliiloz iyon degisim kolonunun hazirlanmasi

20 g DEAE-seliiloz 200 ml 0,5 N HCl ile aktiflestirildi. Kullanilan HCI iyon
degisim uglarim1 disari ¢ikmasini sagladi. 0,5 N NaOH ile yikanarak ortam
notralize edildi. Jel 20 mM (pH 7,0) Tris tamponu icine alindi. Kromatografi
kolonuna bir huni yardimiyla tampon ¢6zelti dolduruldu. Hazirlanan jel peristaltik
pompa yardimiyla kolona paketlendi. Kolon ayni tampon ¢ozelti ile dengelendi.
Kolonunun dengelendigi {isten alinan sivi ile altan alinan sivinin absorbanslarinin

ayni olmasi ile anlasildi (Erarslan, 2011b).

3.1.3.3 Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezinde (SDS-
PAGE) kullanilan cozeltiler

% 12 Ayirma Jeli (Resolving Gel) Hazirlama (pH 8,8)

Ultrasaf su 3,4ml
%30 akrilamid, %0,8 bisakrilamid 4,0 ml
Resolving Jel Tamponu (pH 8,8) (1,5 M) 2,50 ml
%10 SDS 0,1 ml
Amonyum persiilfat (APS) (%10) 50 ul

N,N,N’,N’-Tetrametilenetilendiamin (TEMED) (%1,5) S5ul
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Homojen olarak karistirilir (Laemmli, 1970).

% 4 Yiikleme Jeli (Stacking Gel) Hazirlama (pH 6,8)

Ultrasaf su 5,7 mi
% 30 akrilamid, % 0,8 bisakrilamid 1,7 mi
Stacking Jel Tamponu (pH 6,8) (0,5 M) 2,50 ml
% 10 SDS 0,1 mi
Amonyum persiilfat (APS) (% 10) 50 ul

N,N,N’,N’-Tetrametilenetilendiamin (TEMED) (% 1,5) 10 l

Homojen olarak karistirilir (Laemmli, 1970).

AKkrilamid/bis akrilamid ¢ozeltisi (%30 T, %2,67 C)

Akrilamid (Sigma) 87,69

N’N’-bis-metilen-akrilamid (Sigma) 2,49

Yukaridaki bilesenler, ultra saf su ile ¢ozdiiriiliip 300 ml’ye tamamlandiktan

sonra filtre edildikten sonra 4°C’ de saklanir (Laemmli, 1970).

%10 (w/v) sodyum dodesil siilfat (SDS)

SDS (Sigma) 109

Ultra saf su ile ¢ozdiiriiliip 100 m1l’ye tamamlanir (Laemmli, 1970).

% 10 (w/v) Amonyum persiilfat (APS)

APS 100 mg

Deiyonize su 1mi

%10 APS taze olarak hazirlanmalidir (Laemmli, 1970).
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1,5 M Tris-HCI “Ayirma Jeli (Resolving Gel) Tamponu” (pH 8,8)

Tris (Sigma) 27,23 9

80 ml ultra saf su eklenip 6 N HCl ile pH 8,8’ e ayarlanir. Son hacim ultra

saf su ile 150 ml’ ye tamamlanir (Laemmli, 1970).

0,5 M Tris-HCI “Yiikleme Jeli (Stacking Gel) Tamponu” (pH 6,8)

Tris (Sigma) 69

60 ml ultra saf su eklenip 6 N HCl ile pH 6,8’ e ayarlanir ve son hacim ultra

saf su ile 100 ml’ye tamamlanir (Laemmli, 1970).

10x Elektroforez (Running) Tamponu (pH 8,3)

Tris Base 30,39
Glisin 144 g
SDS 10 g
Distile su 1000 ml

Kullanim esnasinda 150 ml 10x stok soliisyonu 1,5 litre ultra saf su ile
seyreltilir (Laemmli, 1970).

Ornek Tamponu (SDS indirgeyici Tampon)

Ultra saf su 3,55 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1,25 ml
Gliserol 2,5ml
% 10 (W/v) SDS 2,0ml
% 0,5 (w/v) Bromofenol Blue 0,2ml

Homojen olana kadar karistirilir (Laemmli, 1970).
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3.1.3.4 SDS-PAGE jellerinin bovanmasi

Coomassie Boyama Cozeltileri

Fiksasyon Cozeltisi

Trikloroasetik asit 20 ¢

Ultra saf su 100 ml

Coomassie Cozeltisi

Coomassie Blue R-250 1g

Metanol 450 ml
Asetik asit 100 ml
Ultra saf su 450ml

Yikama (Destain) Cozeltisi

Metanol 100 ml
Asetik asit 250 g
Ultra saf su 1650 ml

Stok Soliisyon

Asetik asit 509

Ultra saf su 1000 ml

Giimiis Boyama Cozeltileri

Fiksasyon tamponu

Metanol 150 ml

Asetik asit 36 ml
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% 37 Formaldehid 150 pl

Son hacim ultra saf su ile 300 ml” ye tamamlanir.

Yikama
Etanol 1000 ml
Ultra saf su 1000 ml

On muamele

N3.28203°5H20 0,08 g

Ultra saf su 400 ml

Giimiis Nitrat Soliisyonu

AgNO; 0,89
% 37 Formaldehid 300 ul
Ultra saf su 400 ml
Gelistirme Soliisyonu

Ultra saf su 400 ml
Potasyum karbonat 99

On muamele soliisyonu 8 ml
% 37 Formaldehid 300 pl
Stop Soliisyonu

Metanol 200 ml
Asetik asit 48 ml

Son hacim ultra saf su ile 400 ml’ ye tamamlanir.
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3.1.3.5 Saflastirllan AEP enziminin Kkarakterizasyon calismalarinda

kullanilan tampon ve materyaller

AEP enziminin optimum pH ve pH stabilitesi icin kullanilan tamponlar

Fosfat tamponu: 0,1 M KH2PO4 ¢ozeltisi ve 0,1 M K2HPO4 ¢ozeltileri
belli oranlarda karistirilarak 50 mM’ ik pH 6,0 — 7,0 — 8,0 tamponlar
hazirlanmistir.  AEP enziminin Kkarakterizasyonunda optimum pH ve pH

stabilitesinin belirlenmesinde kullanilmistir (Atlas, 2004).

Glisin-NaOH tamponu: 0,2 M glisin ¢ozeltisi ve 0,2 M NaOH ¢ozeltisi
belli oranlarda karistirilarak 50 mM’ ik pH 9,0 — 9,5 — 10,0 — 10,5 — 11,0
tamponlar1 hazirlanmistir. AEP enziminin karakterizasyonunda optimum pH ve

pH stabilitesinin belirlenmesinde kullanilmistir (Atlas, 2004).

KCI — NaOH tamponu: 0,2 M KCl ¢ozeltisi ve 0,2 M NaOH ¢ozeltisi belli
oranlarda karistirilarak 100 mM’ ik pH 12,0 ve pH 13,0 tamponlari
hazirlanmistir.  AEP enziminin Kkarakterizasyonunda optimum pH ve pH

stabilitesinin belirlenmesinde kullanilmistir (Atlas, 2004).

AEP enziminin dogal substratlara olan ozgiinliigiiniin belirlenmesinde

kullanilan cozeltiler

50 mM Glisin-NaOH tampon (pH 10,5) ¢ozeltisinin 100 ml’ sinde 0,6 ¢
kazein, siit tozu, jelatin, kollojen, bovine serum albiimin olacak sekilde ¢6ziilerek

hazirlanmistir (Kazan et al., 2005).

AEP enzim aktivitesi iizerine amino asit inhibitorlerinin etkisinin

belirlenmesinde kullanilan cozeltiler

I mM ve 10 mM konsantrasyondaki inhibitér maddeler i¢in ¢dziicii olarak;
PMSF ig¢in etanol, EDTA ve EGTA i¢in 50 mM pH 10,5 glisin-NaOH tampon
kullanilmistir (Kazan et al., 2005; Thumar and Singh, 2007, Oztiirk et al., 2009).



111

AEP enzim aktivitesi iizerine metal iyonlarinin etkisinin belirlenmesinde

kullanilan cozeltiler

5 mM konsantrasyondaki Mn*?, Cu*?, Ca*?, Ba*?, Zn*?, Fe*? ve Mg* gibi 2
degerlikli metal iyonlar1 ve NH4™, K™ Na™ gibi tek degerlikli iyonlar i¢in 50
mM pH 10,5 glisin-NaOH tampon olarak kullanilmistir (Kazan et al., 2005;
Oztiirk et al., 2009).

AEP enzim aktivitesi iizerine yiizey aktif maddelerinin ve hidrojen

peroksitin etkisinin belirlenmesinde kullanilan cozeltiler

% 0,5-1 SDS (w/v), % 1-2 Tween 20 (v/v), % 1-2 Tween 40 (v/v), % 1-2
Tween 60 (v/v), % 1-2 Tween 80 (v/v), % 1-2 Triton X-100 (v/v) ve % 5-10-15
H,0; konsantrasyonundaki ylizey aktif maddeler ve hidrojen peroksit i¢in 50 mM
pH 10,5 glisin-NaOH tampon olarak kullanilmistir (Kazan et al., 2005; Oztiirk et
al., 2009).

3.1.3.6 Saflastirilan  ekstraselliller RNaz enziminin karakterizasyon

calismalarinda kullanilan tampon ve materyaller

Ekstraselliiler RNaz enziminin optimum pH ve pH stabilitesi icin

kullanilan tamponlar

KCI — HCI tamponu: 0,2 M KCI ¢ozeltisi ve 0,2 M HCI ¢ozeltisi belli
oranlarda karigtirilarak 100 mM’ ik pH 2,0 ve pH 2,5 tamponlar1 hazirlanmistir.
RNaz enziminin Kkarakterizasyonunda optimum pH ve pH stabilitesinin

belirlenmesinde kullanilmistir (Atlas, 2004).

Sitrat tamponu: 0,1 M sitrik asit ¢6zeltisi ve 0,1 M sodyum sitrat ¢ozeltisi
belli oranlarda karistirtlarak 100 mM” ik pH 3,0 -3,5-4,0—-4,5-5,0-5,5-6,0
tamponlar1 hazirlanmistir. RNaz enziminin karakterizasyonunda optimum pH ve

pH stabilitesinin belirlenmesinde kullanilmistir (Atlas, 2004).

Fosfat tamponu: 0,2 M NaH,PO, ¢ozeltisi ve 0,2 M Na,HPO, ¢ozeltisi
belli oranlarda karigtirilarak 100 mM’ lik pH 6,5 — 7,0 — 7,5 — 8,0 tamponlari
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hazirlanmistir.  RNaz enziminin karakterizasyonunda optimum pH ve pH

stabilitesinin belirlenmesinde kullanilmistir (Atlas, 2004).

RNaz enzim aktivitesi iizerine metal iyonlarinin etkisinin belirlenmesinde

kullanilan cozeltiler

1 ve 10 mM konsantrasyondaki Mn*?, Cu*?, Ca*?, Ba*?, zn*?, Fe*?, Mg*,
Co*™ ve Cd* gibi 2 degerlikli metal iyonlar1 ve NH,"?, K™, Na™t gibi tek
degerlikli iyonlar i¢in 100 mM pH 5,00 sitrat tamponu kullanilmistir (Wang and
Ng, 2001; Gundampati et al., 2011).

RNaz enzim  aktivitesi iizerine  inhibitor _maddelerin __ etkisinin

belirlenmesinde kullanilan cozeltiler

5 mM konsantrasyonundaki sitrik asit, EDTA, okzalik asit, siilfanilik asit,
sodyum azid ve askorbik asit kimyasallar1 i¢in 100 mM pH 5,00 sitrat tamponu
kullanilmigtir (Gundampati et al., 2011).

RNaz enziminin Polihomoriboniikleotitlere ve RNA Molekiiliine olan

ozgiinliigiiniin belirlenmesi

100 pg poly (A), poly (C), poly (G) ve poly (U) polihomoriboniikleotitleri
ve RNA molekiilleri icin 100 mM pH 5,00 sitrat tamponu kullanilmistir (Wang
and Ng, 2001; 2003; 2004; Guan et al., 2007).

3.1.4 Kullanilan bashca cihazlar
- Otoklav (Hirayama)
- Calkalamali inkiibat6r (Zhicheng Shaking Incubator)
- Inkiibatér (Memmert)
- -80°C’ lik derin dondurucu (New Brunswick Scientific)
- -20°C’ lik derin dondurucu (Sanyo Medical Freezer)
- Mikro santrifiij (Hettich Zentrifigen Mikro 120)

- Spektrofotometre (Varian 50)
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- DNA Sekans Cihaz1 (Applied Biosystems 3130x1 Genetic Analyzer)
- SDS — PAGE sistemi (BIO-RAD)
- Ultrafiltrasyon (Sartorius Stedim Crossflow)
- Ultrafiltrasyon filtreleri (Sartocon Slice 200 polyethersulfone — 10 kDa)
- Terazi (Kern PFB)
- pH metre (Inolab)
- Vorteks (Heidolph Reax Top)
- PCR cihaz1 (Palm Cycler, Corbett)
- Dikey elektroforez (BIO-RAD, MINIPROTEAN TETRA)
- Yatay elektroforez (Thermo Scientific)
- Gii¢ kaynagi (Thermo Scientific)
- Jel gortintiileme cihazi (Vilber Lourmat gel documentation system)
- Jel goriintiileme cihaz1 (Bio-Rad VersaDoc gel documentation system)
- Coklu blok 1s1 blogu (Thermo Scientific)
- Orbital shaker (Thermo Scientific)
- Nanodrop 1000 (Thermo Scientific)
- Diisiik Basingli Likit kromatografi (LPLC)
Software: Peak Trak
Dedektor: Teledyne Isco UA-6 UV/vis detector (254 nm)
Kolon: Sigma-Aldrich, 2,5x20 cm
Fraksiyon toplayici: Foxy 200
Peristaltik Pompa: TRIS

Gradient Former: Teledyne ISCO Model 160
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3.2 Metot

3.2.1 Yarrowia lipolytica strainlerinin aktiflestirilmesi

Bo6lim 3.1.1° de anlatilan Y. lipolytica strainlerinin molekiiler biyolojik
yontemlerle tanisinin kesinlestirilmesi i¢in Akpmar (2008), Giingér (2009),
Oztiirk (2000) ve Yal¢in (2007) tarafindan yapilan ¢alismalarda izole edilip farkli
yontemlerle tanilanmig 22 adet Yarrowia lipolytica straini bu c¢alismada
kullanilacak organizmalardir. Yukarida bahsedilen Y. lipolytica CBS6124 tip tiir
ve strainleri dncelikle korunduklar1 -80°C’ lik derin dondurucudan alinarak YPD
besiyerinde aktiflestirilmis ve yine YPD besiyerinde stok kiiltiirler halinde

saklanmustir.

3.2.2Y. lipolytica strainlerinin molekiiler biyolojik yontemlerle

tanillanmasi

3.2.2.1 DNA izolasyonu ve saflik kontrolii

22 adet Y. lipolytica straini ve Y. lipolytica CBS6124 tip tiiriinden genomik
DNA izolasyonu, Liu ve arkadaslar1 (2000) tarafindan onerilen ve bazi noktalari
modifiye edilmis ve asagidaki sira takip edilereck genomik DNA izolasyonu

gergeklestirilmistir.

1. Malt Yeast Glukoz Pepton Broth’da maya hiicreleri 27°C* de 1 giin

inkiibe edilmistir.

2. Sivi besiyerinde bir gece biiyiitiilen kiiltiir steril bir ependorf tiipiine
aktarilmig, 7.000 rpm’ de 5 dakika santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriilmiis ve daha

sonra siipernanat uzaklastirilmistir.

3. Pellet tizerine 500 pl lizis tamponu ilave edilmis ve karigtm homojen

olana dek karistirilmistir.

4. 65°C’ lik su banyosunda 15 dakika bekletildikten sonra 150 pl potasyum-

asetat ilave edilmis ve karisim homojen olana dek karigtirilmustir.
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5. Karigim 12.000 rpm’ de, 4°C’ de, 5 dakika santrifiijlenmis, slipernatant

yeni ve steril bir ependorf tiipiine aktarilmistir.

6. Yeni tiipe aktarilan sivinin iizerine esit hacimde izopropil alkol ilave

edilmis ve homojen karisim saglana dek karistirtlmastir,

7. Karisim 11.000 rpm’ de, 4°C’ de, 2 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant

uzaklagtirilmastir.

8. Daha sonra 300 pl %70’lik soguk etanol ilave edilir ve 10.000 rpm’ de,

4°C’ de, 1 dakika santrifiijlenmis ve etanol ucana kadar beklenilmistir.

9. Etanol ugtuktan sonra Ornekler 50 pl ultra saf suda tekrar siispanse

edilmis ve kullanilana kadar -20°C’ de saklanmistir (Liu et al., 2000).

Elde edilen genomik DNA’lar biitlinliikleri bakimindan agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilmiistlir. Agaroz jel elektoroforezi, 5 nl/100 ml SafeView
iceren %1 agaroz igeren mini jelde gergeklestirilmistir. Jel hazirlanmasinda ve
elektroforezde TBE tamponu kullanilmig, 5 pl DNA soliisyonu, 1.5 pl yiikleme
soliisyonu ile karigtirilarak 90 wvoltta 75 dakika siireyle yiriitilmistiir.
Elektroforezde marker olarak GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas)
kullanilmistir. Elektroforez sonucunda baslangi¢c noktasina yakin, yliksek molekiil
agirlikli tek bir bant gozlenmesi, izole edilen DNA’larin biitiinliigliniin tam
oldugunu gostermistir (Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1997). Agaroz jel
elektroforezinin yanm1 sira niikleik asitlerin saflik kontrolleri ve miktarlar
Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) spektrofotometre kullanilarak Agzgo/Azso
oranlarinin 6l¢iilmesi ile de kontrol edilmistir. Elde edilen maya DNA’ lar1 3

farkl1 rDNA bolgesinin ¢ogaltilmasinda kalip olarak kullanilmistir.

3.2.2.21TS1-585 rDNA-ITS2 bolgesinin PCR ile cogaltilmasi ve

restriksiyon fragment uzunluklu polimorfizm (RFLP) analizi

Tez c¢alismasinda kullanilmig 22 Y. lipolytica straininin daha Onceki
caligmalarda ITS-bolgesi PCR ile c¢ogaltilmistir. Ancak bu tez calismasinda
mayalarin kesin tanist igin ITS1-5,8S rDNA-ITS2 bdlgesinin PCR ile tekrar
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cogaltilmis ve bu bolgenin RFLP analizi gergeklestirilmistir. 1TS1-5,8S rDNA-
ITS2 bolgesinin amplifikasyonu i¢in ITS1 (5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG
G-3’) ve ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3°) primerleri
kullanilmistir. Fernandez ve arkadaslar1 (1999), Chen ve arkadaslar1 (2000) ve
Petersen ve arkadaslar1 (2001) tarafindan Onerilen kosullar ve malzeme
miktarlarindan yararlanilarak, amplifikasyon kosullari ve amplifikasyonda
kullanilacak malzemelerin miktarlar1  belirlenmistir.  DNA amplifikasyonu
optimize edilmis 25ul’lik reaksiyon karisiminda gerceklestirilmistir. Toplam
reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde, asagidaki bilesenler sirasiyla 0,2 ml’lik ince
cidarli bir PCR tiipiine konulmustur.

— Ultra saf su 10,65 ul

— PCR reaksiyon tamponu 2,5 ul (10 mM)

— MgCl; 3,6 ul (2 mM)

— dNTP karisimi 1,0 ul (0,2 mM)

— Primer ITS 1 1,0 ul (100 ng)

— Primer ITS 4 1,0 ul (100 ng)

— Taq Polimeraz 0,25 ul (1 V)

— Kalip DNA 5,0 ul (20-50 ng DNA)

Amplifikasyon programlanabilir bir Thermal Cycler’da (Palm Cycler,
Corbett) asagidaki kosullarda gerceklestirilmistir.

— Ik denatiirasyon 95°C” de 5 dakika
— 40 dongii, her dongiide;
l. 95°C’ de 1 dakika
. 58°C’ de 2 dakika
. 72°C’ de 3 dakika

— PCR tiipleri son dongiiden sonra 72°C’ de 10 dakika inkiibe

edilirler.

Tiipler, reaksiyon bittikten sonra 4°C’ de saklanir. PCR firtinlerinin saflik

kontrolleri, Boliim 3.2.2.1° de belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.
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PCR iriinlerinin RFLP analizinde Haelll, Hinfl ve Rsal fast digest
restriksiyon endoniikleaz enzimleri (Fermentas) kullanilmistir. RFLP reaksiyon

karigimlariin hazirlanmasinda iireticinin verdigi bilgilerden yararlanilmistir.

Haelll restriksiyon endoniikleaz ile kesim

- Ultra saf su (niikleaz igermeyen) 17 ul
- 10X Haelll Tamponu 2 ul
- PCR Uriinii 10 pl
- Haelll restriksiyon enzimi 1 ul

Karisim dikkatlice karistirilir. 5 dakika 37°C’lik bir 1s1 blogunda (Thermo

Scientific) inkiibe edilmistir.

HinfI restriksivon endoniikleaz ile kesim

- Ultra saf su (niikleaz igermeyen) 17 pul
- 10X Hinfl Tamponu 2 ul
- PCR Uriinii 10 pl
- Hinfl restriksiyon enzimi 1 ul

Karisim dikkatlice karigtirtlir. 5 dakika 37°C’lik bir 1s1 blogunda (Thermo

Scientific)

Rsal restriksivon endoniikleaz ile kesim

- Ultra saf su (niikleaz igermeyen) 17 ul
- 10X Rsal Tamponu 2ul
- PCR Uriinii 10 pl
- Rsal restriksiyon enzimi 1 ul

Karisim dikkatlice karistirtlir. 10 dakika 37°C’lik bir 1s1 blogunda (Thermo

Scientific) inkiibe edilmistir.
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Restriksiyon endoniikleaz ile kesim sonrasinda elde edilen firiinler, %2,5
agaroz igeren agaroz jel elektroforezinde Bolim 3.2.2.1° de bahsedildigi gibi 90
dakika stiresince yiiriitiilmiis ve Vilber Lourmat jel dokiimantasyon sistemi ile

gorilintiilenmistir.

3.2.2.3 18S rDNA bolgesinin PCR ile cogaltilmasi ve RFLP analizi

18S rDNA amplifikasyonu i¢in P108 (5’-ACC TGG TTG ATC CTG CCA
GT-3") ve M3976 (5>-CTA CGG AAA CCT CTA CGG AAA CCT TGT TAC
GAC T-3’) primerleri kullanilmistir. 18S rDNA amplifikasyonu optimize edilmis
25ul’lik reaksiyon karigiminda gerceklestirilmistir. Toplam reaksiyon hacmi 25 ul
olacak sekilde, asagidaki bilesenler sirasiyla 0,2 ml’lik ince cidarli bir PCR

tiipline konulmustur.

— Ultra saf su 10,65 pul

— PCR reaksiyon tamponu 2,5 ul (10 mM)
— MgCl, 3,6 ul (2 mM)
— dNTP karigimi 1,0 ul (0,2 mM)
— Primer P108 1,0 ul (100 ng)
— Primer M3989 1,0 ul (100 ng)
— Taqg Polimeraz 0,25 ul (1 V)
— Kalip DNA 5 ul (50 ng)

Amplifikasyon programlanabilir bir Thermal Cycler’da (Palm Cycler,
Corbett) asagidaki kosullarda gergeklestirilmistir.

— Ilk denatiirasyon 95°C” de 3 dakika
— 35 dongii, her dongiide;

l. 95°C’ de 40 saniye
. 59°C’ de 40 saniye
M. 72°C’ de 2 dakika
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— PCR tiipleri son dongliden sonra 72°C’ de 3 dakika inkiibe
edilirler.

— Tiipler, reaksiyon bittikten sonra 4°C’ de saklanir. PCR {iriinlerinin saflik
kontrolleri, Boliim 3.2.2.1” de belirtildigi gibi gergeklestirilmistir (Andrade et al.,
2006; Vasdinyei and Deak, 2003).

PCR friinlerinin RFLP analizinde Haelll ve Rsal fast digest ve Taql
restriksiyon endoniikleaz enzimleri (Fermentas) kullanilmistir. RFLP reaksiyon

karisimlarinin hazirlanmasinda {ireticinin verdigi bilgilerden yararlanilmistir.

Haelll restriksivon endoniikleaz ile kesim

- Ultra saf su (niikleaz igermeyen) 17 pl
- 10X Haelll Tamponu 2ul
- PCR Uriinii 10 ul
- Haelll restriksiyon enzimi 1 ul

Karisim dikkatlice kanistirilir. 5 dakika 37°C’lik bir 1s1 blogunde (Thermo

Scientific) inkiibe edilir.

Rsal restriksivon endoniikleaz ile kesim

- Ultra saf su (niikleaz igermeyen) 17 ul
- 10X Rsal Tamponu 2 ul
- PCR Uriinii 10 pl
- Rsal restriksiyon enzimi 1 ul

Karisim dikkatlice karigtirilir. 5 dakika 37°C’lik bir 1s1 blogunde (Thermo

Scientific) inkiibe edilir.
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Taagl Restriksivon Endoniikleazi ile Kesim

- Ultra saf su (niikleaz igermeyen) 18 ul
- 10X Taql Tamponu 2 ul

- PCR Uriinii 10 pl
- Taql restriksiyon enzimi 1-2 ul

Karigim dikkatlice birka¢ dakika karigtirilir. 1-16 saat 65°C’lik bir 1s1
blogunde (Thermo Scientific) inkiibe edilmistir. Enzim inaktivasyonu i¢in 80°C’

de 20 dakika ayrica inkiibe edilmistir.

Restriksiyon endoniikleaz ile kesim sonrasinda elde edilen {iriinler, %?2,5
agaroz igeren agaroz jel elektroforezinde Bolim 3.2.2.1° de bahsedildigi gibi 90
dakika siiresince yiiriitilmiis ve Vilber Lourmat jel dokiimantasyon sistemi ile

goriintlilenmistir.

3.2.2.4 26S rDNA boélgesinin D1/D2 domaininin PCR ile cogaltilmasi ve

sekans analizi

26S rDNA bolgesi D1/D2 domaininin amplifikasyonu i¢in NL1 (5° — GCA
TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG —-3’) ve NL4 (5 - GGT CCG TGT TTC
AAG ACG G - 3°) primerleri kullanilmigtir. DNA amplifikasyonu optimize
edilmis 25ul’lik reaksiyon karisiminda gerceklestirilmistir. Toplam reaksiyon
hacmi 25 pl olacak sekilde, asagidaki bilesenler sirastyla 0,2 ml’lik ince cidarl bir

PCR tiipiine konulmustur.

— Ultra saf su 10,65 ul

— PCR reaksiyon tamponu 2,5 ul (10 mM)
— MgCl, 3,6 ul (2 mM)
— dNTP karisimi 1,0 ul (0,2 mM)
— Primer P108 1,0 nl (100 ng)

— Primer M3989 1,0 ul (100 ng)
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— Taq Polimeraz 0,25 ul (1 V)

— Kalip DNA 5 ul (50 ng)

Amplifikasyon programlanabilir bir Thermal Cycler’da (Palm Cycler,
Corbett) asagidaki kosullarda gergeklestirilmistir.

— 11k denatiirasyon 94°C’ de 5 dakika
— 35 dongii, her dongiide;
l. 94°C’ de 1 dakika
I 70°C’ de 1 dakika
. 72°C’ de 2 dakika

— PCR tiipleri son dongiiden sonra 72°C’ de 10 dakika inkiibe

edilirler.

— Tiipler, reaksiyon bittikten sonra 4°C’ de saklanir. PCR {iriinlerinin saflik
kontrolleri, Boliim 3.2.2° de belirtildigi gibi gerceklestirilmistir (Arias et al., 2002;
Lopandic et al., 2006).

Maya strainleri 26S rDNA bélgesi D1/D2 domaininin sekans analizi, Izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiisii (I'YTE) Biyoteknoloji ve Biyomiihendislik Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nde (BIYOMER) gergeklestirilmistir. DNA dizi analizi
oncesi PCR triinleri Sephadex G-50 ve spin kolonlar kullanilarak temizlenmis ve
BigDye Terminator v3.1 Cycle sekanslama kiti (Applied Biosystems) kullanilarak
sekanslanmigtir. Sekanslarin temizlenmesinde sodyum asetat ve EtOH yoOntemi
kullanilmis ve sekans analizi, ABI 3130x| Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

cthaz ile gergeklestirilmistir.

26S rDNA bolgesi D1/D2 domaininin sekans analizi i¢in NL1 ve NL4
primerleri kullanilmistir. Sekans karsilastirmalari, GenBank veri tabaninda
bulunan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) programi kullanilarak
gergeklestirilmis ve coklu hizalama programi olan Clustal W v2.0 yazilimi
kullanilarak GenBank veri tabanindan elde edilen yakin tiirlerin sekanslari ile

hizalanmistir. Filogenetik agag, Mega v5.05 yazilimi ile Tamura-Nei neighbor



122

joining metodu kullanilarak oOlusturulmustur (Tamura et al., 2011). Agacin
giivenilirligi, 1000 tekrarli parametrik olmayan bootstrap orneklemesi ile

degerlendirilmistir (Limtong et al., 2012).

3.2.3 Toplam protein miktarimin tayini

Protein miktart sigir serum albumininin (BSA) standart olarak kullanildigi,
Bradford yontemi kullanilarak tayin edilmistir (Bradford, 1976). Protein standart
grafiginin olusturulmasi i¢in, 10 mg BSA 10 ml distile suda ¢6ziilmiistiir. 1 mg/ml
BSA c¢ozeltisine 9 ml distile su eklenerek seyreltme yapilmistir. Konsantrasyonu
duyarlilik i¢inde kalan standartlar (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pg
BSA/ml olacak sekilde) uygun seyreltme yapilarak hazirlanmistir. 0,05 ml 6rnek
iizerine 1 ml Coomasie Blue reaktifi eklendikten sonra karisimin 595 nm’deki
absorbans degeri (Cary 50, Varian) dl¢lilmiistiir. Elde edilen verilerden asagidaki

formiil yardimiyla protein miktart hesaplanmistir (Spector, 1978).

0OD595 x Seyreltme Faktorii

Protein (mg/ml) =

Egim
0,25
.
0,2 -
-*>
w O &
l':||m - y=0,002x-0,001
(=] 0.1 = R*= 0,997
-
005 F ¥
&
[
] 20 40 GO 80 100 120
BSA konsantrasyonu (pg/mil)

Sekil 3.1 Protein standart grafigi.
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3.2.4 Tams1 kesinlestirilen Y. lipolytica strainlerinin alkalin ekstraselliiler
proteaz enzimi aktivite taranmasi, iiretimi, saflastirlmas1 ve

karakterizasyonu

Ug farkli molekiiler biyolojik yontemle tanisi kesinlestirilen 22 Y. lipolytica
straini, alkalin ekstraselliiler proteaz (AEP) enzimi aktivite yoniinden taranmus,
semikantitatif olarak en fazla enzim iireten strain se¢ilmis ve ilgili enzimin {iretim,

saflagtirma ve karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmistir.

3.2.5 Alkalin ekstraselliiler proteaz (AEP) aktivite taranmasi

AEP aktivite taranmasinda kullanilan Y. lipolytica maya kiiltiirlerinin
biiyiitilmesinde sivi YPD besiyeri, maya strainlerinin AEP aktivite taramasinda

ise skim milk agar besiyeri kullanilmistir (Ogrydziak, 2003; Akpinar et al., 2011).

27°C” de 24 saat boyunca siv1 YPD besiyerinde 10" hiicre/ml mertebesinde
biiyiitiilmiis maya strainleri, daha Onceden hazirlanmis olan skim milk agar
petrilerine her bir petriye 10 pl maya kiiltiirii gelecek sekilde spotlanmistir.
Petriler, 27°C’ de 72 saat inkiibe edilmistir. Skim milk agar petrileri azot kaynagi
olarak kazein icermektedir. Belirtilen inkiibasyon siirelerinin sonunda, skim milk
agar petrilerinde meydana gelen kazeinin parcalanmasi sonucunda olusan zon
acikliklarmin ¢aplar1 Olgiilmiis ve toplam a¢ilma zonundan hiicre ¢apinin
cikarilmas: ile semikantitatif olarak en fazla AEP aktivitesi gosteren maya

saptanmigtir (Ogrydziak, 2003; Chitra et al., 2011).

3.2.6 Alkalin proteaz aktivitesinin belirlenmesi

Proteaz aktivitesi Takami ve ark. (1989)’a gore modifiye yoOntem
kullanilarak Olgiilmiistiir. 0,5 ml enzim solisyonu 50 mM glisin-NaOH
tamponunda (pH 10,5) hazirlanan %0,6° lik kazein ¢ozeltisinin 2,5 ml’ si ile
karistirilarak 30°C” da 20 dakika su banyosunda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda reaksiyon, ortama 2,5 ml 0,44 M trikloroasetik asit ¢ozeltisi ilave
edilerek durdurulmus ve 10 dakika 30°C’ de su banyosunda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda karisim 10 dk siire ile 8000 rpm’de santrifiijlenmistir. 0,25
ml siipernatant, 1,25 ml 0,5 M Nap,COg3 ve karigima 2 kat seyreltilmis Folin-
Ciocalteu reaktifinden 0,25 ml ile karistirildiktan sonra oda sicakliginda 30 dk
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bekletilmistir. Siire sonunda 6rneklerin 660 nm’ deki absorbans degerleri (Cary
50, Varian) ol¢iilmiistiir. Enzim aktivitesi standart tirozin grafigi olusturularak

asagida verilen formiil ile hesaplanmistir.

0D / Egim) x Seyreltme Faktorii x Toplam Hacim(ml
Enzim Aktivitesi (U/ml/dak) = (OD / Egim) Y P (mD

Enzim Hacmi(ml) x inkiibasyon Siiresi(dak)

Bir birim alkalin proteaz aktivitesi, kazeinin hidrolizi sonunda, 30°C’ de, pH
10,5’ da dakikada lpg tirozin olusturan enzim miktar1 olarak ifade edilmistir

(Kazan et al., 2005; Kazan et al., 2009).

3.2.6.1 Tirozin standart grafiginin hazirlanmasi

Alkalin proteaz aktivitesi hesaplamasinda kullanilacak olan tirozin standart
grafiginin ¢ikarilmasi i¢in, 50 mM glisin-NaCl-NaOH tamponunda (pH: 10,5) 0-
100 pg/ml tirozin iceren c¢ozeltiler hazirlanmistir. Farkli konsantrasyonda tirozin
iceren her bir ¢ozeltiden 0,5 ml temiz tiiplere aktarilarak iizerine 2,5 ml 0,5 M
Na,COj; ve iki kez seyreltilmis Folin reaktifi ilave edilmistir. Reaksiyon karigimi,
oda sicakliginda 30 dakika bekletilerek 660 nm’deki absorbans degerleri (Cary
50, Varian) okunmugstur. Tirozin miktarina bagl olarak okunan 660 nm’deki
absorbanslardan yararlanilarak, tirozin standart grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.2). Bu
egriden yararlanilarak Orneklerdeki alkalin proteaz aktiviteleri hesaplanmistir

(Takami et al., 1989).

1.2
1 =
-
0.8 -
= -
a 0.6 E 2
a - y = 0,009x + 0,064
» R*=0,993
0.4 —
0,2 e
*
o
L1} 20 40 60 50 100 120
Tirozin (pug/ml)

Sekil 3.2 Tirozin standart grafigi.
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3.2.7 AEP enziminin uretimi

Skim milk agarda AEP aktivite taramasinda semikantitatif olarak en yiiksek
alkalin proteaz enzim aktivitesi gosteren ve molekiiler biyolojik olarak Y.
lipolytica olarak tanilanan Y. lipolytica TEM YL 5 strain se¢imi gergeklestirilmis

ve bu agamadan sonra ¢alismaya bu strain ile devam edilmistir.

18 saatlik sivi YPD kiiltiirlerinden alinan 100 pl maya hiicre
stispansiyonlari, 100 ml 100 mM fosfat tamponu ile tamponlanmis gliserol
proteose pepton (GPP — pH 6,8) besiyerini i¢ceren 500 ml’ lik erlenlere inokiile
edilmis ve 27°C 150 rpm ’de 24-72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonucunda, ekstraselliiler enzimin oldugu diisiiniilen siipernatant, 4°C” de 8000
rpm 10 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijden sonra, siipernatant 0,45 ve 0,22 pm’
lik milipor membranlar ile silipernatant filtre edilerck maya hiicrelerinden
tamamen armdirilmistir. Elde edilen siipernatantlar steril bir ortam sisesinde
toplanmis, toplam protein miktar1 Bolim 3.2.3” de ve alkali proteaz aktivitesi
Boliim 3.2.5° de belirtildigi sekilde 6l¢iilmiistiir.

3.2.8 AEP enziminin saflastirilmasi

3.2.8.1 AEP enziminin konsantre edilmesi

Bolim 3.2.7‘de ham enzim {retimi gerceklestirilen AEP enzimi,
ultrafiltrasyon sistemi kullanilarak konsantre edilmistir. Membran por genisligi 10
kDa (Polyether sulphone, Sartocon Slice 200) kasete sahip olan ultrafiltrasyon
cthaz1 (Sartorius Stedim Crossflow) ile ham AEP siipernatanti konsantre

edilmistir. Tiim igslemler + 4°C’ de yapilmistir (Ogrydziak and Scharf, 1982).

Y. lipolytica TEM YL 5 straininden iretilmis AEP enzimini yiiksek
saflastirma katsayis1 ve yiiksek verimle saflastirmak igin iki farkli kromatografi

yontemi kullanilmistir.

3.2.8.2 ivon degisim kromatografisi

Konsantre edilmis ultrafiltrat 6rnegi bir iyon degisim kromatografisine

(DEAE-seliiloz) uygulanmistir. Ornek kolona yiiklenmeden o6nce kolon
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dengeleme tamponu olan 10 mM Tris tamponu (pH 8,4) ile dengelenmistir. Kolon
1,5 ml/dk akig hiz1 ile 1 saat dengelendikten sonra, protein derisimi yaklasik 10
mg/ml olan konsantre 6érnekten 10 ml yiiklenmistir. Daha sonra eliisyon tamponu
olan 0 — 1 M NaCl igeren 10 mM pH 8,4 Tris tamponu ile kolona 0 — 1 M gradient
uygulanmistir. Akis hiz1 1,5 ml/dk olarak ayarlanan kolondan, her biri 1 ml 6rnek
iceren 60 fraksiyon toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarin proteaz aktivitesi Bolim
3.2.5’ de anlatilan yOnteme gore tayin edilmistir. Yiiksek aktiviteye sahip

fraksiyonlar birlestirilmistir (Ogrydziak and Scharf, 1982).

3.2.8.3 Jel filtrasyon kromatografisi

Konsantre edilmis ultrafiltrat 6rnegi bir jel filtrasyon kromatografisine
(Sephadex G-75) uygulanmistir. Ornek kolona yiiklenmeden once kolon
dengeleme tamponu olan 30 mM fosfat tamponu (pH 6,4) ile dengelenmistir.
Kolon 1,5 ml/dk akis hiz1 ile 1 saat dengelendikten sonra, protein derisimi
yaklagik 10 mg/ml olan konsantre 6rnekten 10 ml yiliklenmistir ve 67 fraksiyon
toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarin proteaz aktivitesi Boliim 3.2.5° de anlatilan
yonteme gore tayin edilmistir. Yiiksek aktiviteye sahip fraksiyonlar

birlestirilmistir (Ogrydziak and Scharf, 1982).

3.2.9 Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

3.2.9.1 SDS-PAGE ile AEP enziminin molekiiler agirhiginin tavini

Saf AEP enziminin molekiiler agirliginin saptanmasi, Laemmli (1970)
tarafindan Onerilen siirekli olmayan (discontinous) tampon sistemi kullanilarak
Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile
gerceklestirilmigtir. Her bir SDS-PAGE i¢in kalinliklar1 1,5 mm olan ve monomer
orani % 4 (w/v) ornek yiikleme jeli ve % 12 (w/v) ayirma jeli kullanilarak
Laemmli (1970) tarafindan verilen metoda gore 100V’da 120 dakika Bio-Rad
Mini-Protean Tetra Cell marka elektroforez sistemi kullanilarak o6rnekler
yiriitiilmiistiir. Protein standardi olarak, Fermentas Unstained Protein Molecular
weight marker (SM0431 — 14,4, 18,4, 25, 35, 45, 66,2, 116 kDa) standardi
kullanilmistir. Elektroforez sonrasi protein bantlart Coomassie ve giimiis boyama

yontemleri ile boyanarak belirlenmistir.
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3.2.9.2 AEP enziminin zimogram analizi

Y. lipolytica TEM YL 5° den saflastirilan AEP enziminin SDS-PAGE
jelinde aktivite tayini (zimogram) i¢in, SDS-PAGE jel elektroforezi kullanilmistir.
5 X denatiirasyon c¢ozeltisi varliginda 2 dakika kaynatilarak inkiibe edilmis
ornekler %5 (w/v) ornek yiikleme jeli ve %] siit tozu igeren %12 (w/v) ayirma
jelinde Bio-Rad Mini-Protean Tetra Cell marka elektroforez sistemi Bolim

3.2.9.1° de anlatilan yontem kullanilarak yiiriitiilmiistiir.

Yiirtitiilen jel 37°C’ de 1 saat % 0,25’lik Triton-X100’ de inkiibe edilmis
sonra 1 saat, 100 mM, pH 10,5 glisin-NaOH tamponda bekletilmistir. Bir ileri
asamada jel Coomassie Brilliant Blue ile boyanmigs ve yikama (destain)

¢ozeltisinde bir siire bekletilmistir (Ferrero et al., 1996; Kazan et al., 2005).

3.2.9.3 SDS-PAGE jellerinin boyanmasi

Coomassie boyama

Coomassie boyama igin Kazan ve ark. (2005) tarafindan 6nerilen metoda

gore gerceklestirilmistir.

1. SDS-PAGE sonucu elde edilen jel, 2 saat boyunca Bo6lim 3.1.3.4° de
bahsedilen % 20’ lik TCA ile fiksasyon ¢ozeltisi ile 30 dakika boyunca
fikse edilmistir.

2. Fiksasyon asamasini takiben, jel ultra saf su ile birka¢ kez yikanmaigtir.

3. Daha sonra, jel Coomassie ¢ozeltisinde oda sicakliginda 35 rpm
calkalama hizinda 1 saat bekletilmistir.

4. Jelleri temizlemek i¢in 3 kere yikama (destaining) cozeltisinde oda
sicakliginda 35 rpm calkalama hizinda 30 dakika bekletilmistir.

5. Son olarak da jeller stok sollisyonda bekletilmistir.

Coomassie boyama sonrasi jeller, Bio-Rad VersaDoc jel dokiimantasyon
sistemi ile goriintiilenmis ve ImageLab programi ile protein bandlarinin molekiiler

agirliklar1 hesaplanmaistir.
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Giimiis boyama

Gilimiis boyama i¢in Damerval ve ark. (1987), tarafindan 6nerilen metoda
gore gerceklestirilmistir. Soliisyonlar i¢in her zaman ultra saf su kullanilmustir.
Keratin kontaminasyonundan ka¢inmak ic¢in lateks icermeyen eldivenler
kullanilmigtir. Giimiis boyama protokoliine baglamadan 6nce boyama kaplari

deterjan ve bolca ultra saf su ile yikanmistir.

1. SDS-PAGE sonucu elde edilen jel, 2 saat boyunca Bolim 3.1.3.4° de
bahsedilen fiksasyon ¢ozeltisi ile fikse edilmistir.

2. Fiksasyon asamasinin takiben jel, 3 defa ardigik 20 dakika boyunca %50
metanolde yikanmustir.

3. Dabha sonra, jel 6n muamele soliisyonu ile 1 dakika muamele edilmistir.

4. Jel ultra saf su ile 3 kez 20 saniye araliklarla yikanmustir.

5. Yikama sonrasinda, jel glimiis nitrat ¢ozeltisi ile 20 dakika inkiibe
edilmisgtir.

6. Jel, 2 kez 20 saniye boyunca ultra saf su ile yikanmustir.

7. Jel, gelistirme soliisyonunda 10 dakika boyunca gelistirilmis ve protein
bandlar1 goriiniir hale geldikten sonra bu islem sonlandirilmistir.

8. Jel ultra saf su ile 2 kez 2 dakika yikanmistir.

9. Boyama durdurma soliisyonu eklenerek sonlandirilmis ve soliisyon
birkag kez degistirilmistir.

10. Jel, %1 asetik asit i¢eren ultra saf su i¢erisinde +4°C’de saklanmustir.

Gimiis boyama sonrasi jeller, Bio-Rad VersaDoc jel dokiimantasyon
sistemi ile goriintiilenmis ve ImageLab programi ile protein bandlarinin molekiiler

agirliklart hesaplanmstir.

3.2.10 Saflastirilan AEP enziminin karakterizasyonu

3.2.10.1 AEP enziminin optimum sicakhk ve sicaklik stabilitesinin

belirlenmesi

Y. lipolytica TEM YL 5° den saflagtirllmis AEP enziminin optimum
sicakligini belirlemek igin, 500 pl enzim ¢ozeltisi (38,18 U/mg spesifik aktivite,
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0,697 mg/ml protein) ile 2500 pl farkl sicakliklarda (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve
80°C) inkiibe edilmis ve proteaz aktivitesi Bolim 3.2.5” de belirtilen yonteme
gore tayin edilmistir. Aktivitesi en yiiksek olan deger 100 kabul edilerek elde
edilen sonuglara gore enzimin bagil aktivitesi hesaplanmistir (Kazan et al., 2005;

Hames-Kocabas and Uzel, 2007; Kazan et al., 2009; Oztiirk et al., 2009).

Y. lipolytica TEM YL 5’ den saflastirnllmis alkalin proteaz enziminin
sicaklik stabilitesini belirlemek i¢in, 500 pl enzim ¢ozeltisi (38,18 U/mg spesifik
aktivite, 0,697 mg/ml protein) ile 2500 pl farkli sicakliklarda (10, 20, 30, 40, 50,
60, 70 ve 80°C) 1 ve 2 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra proteaz aktivitesi Boliim
3.2.5’ de belirtilen yonteme gore tayin edilmistir. Aktivitesi en yiiksek olan deger
100 kabul edilerek elde edilen sonuglara goére enzimin bagil aktivitesi
hesaplanmustir (Kazan et al., 2005; Hames-Kocabas and Uzel, 2007; Kazan et al.,
2009; Oztiirk et al., 2009).

3.2.10.2 AEP enziminin optimum pH ve pH stabilitesinin belirlenmesi

Y. lipolytica TEM YL 5’ den saflastirllmis AEP enziminin optimum pH’
st belirlemek icin, 500 pl enzim ¢ozeltisi (38,18 U/mg spesifik aktivite, 0,697
mg/ml protein) ile 2500 pl farkli pH’ larda hazirlanmis kazein ¢ozeltileri (pH 6,0-
8,0 araliginda 50 mM fosfat tamponu, pH 9,0-11,0 araliginda 50 mM glisin-
NaOH tamponu ve pH 12,0-13,0 araliginda 100 mM KCI-NaOH tamponu)
karistirtlmis ve proteaz aktivitesi Boliim 3.2.5° de belirtilen yonteme gore tayin
edilmistir. Aktivitesi en yiiksek olan deger 100 kabul edilerek elde edilen
sonuglara gore enzimin bagil aktivitesi hesaplanmistir (Kazan et al., 2005; Hames-

Kocabas and Uzel, 2007; Kazan et al., 2009; Oztiirk et al., 2009).

Y. lipolytica TEM YL 5’ den saflastirilmis alkalin proteaz enziminin pH
stabilitesini belirlemek i¢in, 500 ul enzim ¢ozeltisi (38,18 U/mg spesifik aktivite,
0,697 mg/ml protein) ile 2500 pl farkli pH’ larda hazirlanmis tamponlar (pH 6,0-
8,0 araliginda 50 mM fosfat tamponu, pH 9,0-11,0 araliginda 50 mM glisin-
NaOH tamponu ve pH 12,0-13,0 araliginda 100 mM KCI-NaOH tamponu)
karistirllmis ve 1 ve 2 saat 30°C’ de inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra

proteaz aktivitesi Bolim 3.2.5° de belirtilen yonteme gore tayin edilmistir.
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Aktivitesi en yiiksek olan deger 100 kabul edilerek elde edilen sonuglara gore
enzimin bagil aktivitesi hesaplanmistir (Kazan et al., 2005; Hames-Kocabas and
Uzel, 2007; Kazan et al., 2009; Oztiirk et al., 2009).

3.2.10.3 AEP enziminin sentetik substrat seciciliginin belirlenmesi

Y. lipolytica TEM YL 5’ den saflastirilmis alkalin proteaz enzimi, p-
nitroanilin (pNA) ile konjuge olmus sentetik peptitleri hidrolizleme yetenegi
acisindan test edilmistir. N-Suc-Ala-Ala-Ala-pNA ve N-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-
pNA substrat olarak kullanilmis ve stok ¢ozeltileri SmM dimetil stilfoksit
(DMSO) igerisinde hazirlanmistir. 25 pl substrat ¢ozeltisi, 465 ul 50mM pH 10,5
glisin-NaOH tampon ¢ozeltisi ile karistirtlmis ve 30°C” de 5 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi karisima 10 pl enzim cozeltisi (38,18 U/mg
spesifik aktivite, 0,697 mg/ml protein) eklenmis ve tekrar 30°C’ de 10 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyon 100 pl %2’ lik asetik asit ¢ozeltisi ile
durdurulmus ve spektrofotometrede (Cary 50, Varian) 410 nm’de absorbans
degerleri Ol¢lilmiistiir. Bu deney icin 1 iinite enzim aktivitesi, 30°C’ de pH
10,5’de dakikada 1 mmol p-nitroanilin agiga ¢ikaran enzim miktari olarak

tanimlanmigtir (Bressollier et al., 1999; Joo and Chang, 2005).

50 mM derisimde stok p-nitroanilid cozeltisi hazirlanmistir. Stok pNA
cozeltisinden mikroplakaya son hacim 200 pl olacak sekilde sirasi ile 0.25 pmol,
0,5 umol, 1 pmol ve 2 pmol’liik seyreltmeler yapilmistir. Kor olarak 200 pl deney
tamponu olan 50 mM glisin-NaOH (pH 10,5) kullanilmistir. Mikroplaka okuyucu
ile 410 nm’de kore karsi okuma yapilarak absorbans degerleri elde edilmistir.
Derisim degerlerinin  karsilik geldigi absorbans degerleri g6z Oniinde
bulundurularak pNa standart grafigi cizilmistir (Sekil 3.3) (Bressollier et al., 1999;
Joo and Chang, 2005).
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3.2.10.4 AEP enzim aktivitesi iizerine amino asit inhibitorlerinin etkisinin

belirlenmesi

Y. lipolytica TEM YL 5’ den saflastirilmis AEP enziminin aktif bolgesinde
katalizden sorumlu aminoasitlerin varligin1 belirlemek amaci ile aminoasit
inhibitorlerinden serin spesifik inhibitorii fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF) ve
enzimin Ca* baglama bdlgesine sahip oldugunu belirten etilen diamin tetra asetik
asit (EDTA) ve etilen glikol tetra asetik asit (EGTA) kullanilmistir (Kazan et al.,
2005; Thumar and Singh, 2007; Oztiirk et al., 2009).

Enzim aktivitesi lizerine inhibitorlerin etkisini belirlemek amaci ile 50 pl
enzim ¢ozeltisi (38,18 U/mg spesifik aktivite, 0,697 mg/ml protein), 1 mM ve 10
mM inhibitor iceren 450 pul 50mM pH 10,5 glisin-NaOH tampon c¢ozeltisi ile
karistirilmis ve 30°C’ de, 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
alkalin proteaz aktivitesi Boliim 3.2.5 de belirtilen yonteme gore tayin edilmistir.
Ayni kosullarda inhibitorsiiz olarak inkiibe edilen kontrol Orneginin aktivite
miktar1 100 olarak kabul edilmis ve inkiibasyon sonrasi aktiviteler kalan aktivite

olarak kabul edilmistir (Kazan et al., 2005; Oztiirk et al., 2009).

3.2.10.5 AEP enzim aktivitesi tizerine metal ivonlarmin etkisinin

belirlenmesi

Mn*2 Cu*?, Ca' Ba' zn'™ Fe™ ve Mg™ gibi 2 degerlikli metal
iyonlarmim ve NH;™, K™, Na** gibi tek degerlikli iyonlarin Y. lipolytica TEM YL
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5’ den saflastirilmis AEP enziminin aktivitesine etkisini incelemek i¢in 0,5 ml
enzim ¢ozeltisi (38,18 U/mg spesifik aktivite, 0,697 mg/ml protein), igerisinde 5
mM metal iyonu igeren 50 mM pH 10,5 glisin-NaOH tamponda hazirlanan % 0.6’
lik hammarsten kazeinin 2,5 ml’ si ile karistirilmis ve Boliim 3.2.5° de anlatilan
proteaz aktivite yontemine gore aktivite tayini yapilmistir. Metal iyonlari
icermeyen enzim ¢ozeltisinin aktivite miktar1 100 olarak kabul edilmis ve metal
iyonu igeren Orneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplanmistir (Kazan et

al., 2005; Oztiirk et al., 2009).

3.2.10.6 AEP enzim aktivitesi uizerine viizey aktif maddelerin ve hidrojen

peroksitin etkilerinin belirlenmesi

Y. lipolytica TEM YL 5’ den saflastirilmis AEP enziminin aktivitesi tizerine
cesitli yilizey aktif maddelerin ve hidrojen peroksitin etkisini incelemek i¢in 0,5 ml
enzim ¢oOzeltisi (38,18 U/mg spesifik aktivite, 0,697 mg/ml protein) % 0,5-1 SDS
(Wiv), % 1-2 Tween 20 (v/v), % 1-2 Tween 40 (v/v), % 1-2 Tween 60 (v/v), % 1-
2 Tween 80 (v/v), % 1-2 Triton X-100 (v/v) ve % 5-10-15 H,0; i¢eren ve 50 mM
pH 10,5 glisin-NaOH tampon igerisinde hazirlanan % 0,6° lik hammarsten
kazeinin 2,5 ml’ si ile karistirilmis ve Boliim 3.2.5° de anlatilan proteaz aktivite
yontemine gore aktivite tayini yapilmistir. Yiizey aktif maddeleri ve hidrojen
peroksiti icermeyen enzim ¢ozeltisi kontrol olarak kullanilmis ve aktivite miktar

100 olarak kabul edilmistir (Kazan et al., 2005; Oztiirk et al., 2009).

3.2.10.7 AEP enziminin dogal substratlara olan o6zgiinliigiiniin

belirlenmesi

Y. lipolytica TEM YL 5’ den saflastirilmis AEP enziminin dogal substratlara
olan Ozgiinliigiiniin belirlenmesi i¢in 0,5 ml enzim ¢ozeltisi (796.045 U/mg
spesifik aktivite, 0.0177 mg/ml protein), ile 2,5 ml substrat ¢ozeltisi temiz deney
tiiptinde karistirilmis ve Boliim 3.2.5° de anlatilan proteaz aktivite yontemine gore
aktivite tayini yapilmistir. Substrat ¢ozeltisi olarak 50 mM pH 10,5 glisin-NaOH
tamponda hazirlanan % 0,6’ lik hammarsten kazein, siit tozu, jelatin, kollajen ve

bovine serum albumin (BSA) kullanilmistir (Kazan et al., 2005).
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3.2.11 Tamis1 kesinlestirilen Y. lipolytica strainlerinin ekstraselliiler
riboniikleaz enzimi aktivite taranmasi, iiretimi, saflastirilmas1 ve

karakterizasyonu

Ug farkli molekiiler biyolojik yontemle tanisi kesinlestirilen 22 Y. lipolytica
straini, ekstraselliiler riboniikleaz (RNaz) enzimi aktivite yOniinden taranmis,
semikantitatif olarak en fazla enzim iireten strain se¢ilmis ve ilgili enzimin {iretim,

saflagtirma ve karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmistir.

3.2.12 Ekstraselliiler riboniikleaz (RNaz) aktivite taranmasi

Ekstraselliiler RNaz aktivite taramasinda kullanilan Y. lipolytica maya
kiiltiirlerinin biiytitiilmesinde s1tvi YPD besiyeri, maya strainlerinin RNaz aktivite
taramasinda ise RNA agar besiyeri kullanilmistir (Ogrydziak, 2003; Akpinar et
al., 2011).

27°C’ de 24 saat boyunca sivi YPD besiyerinde 10" hiicre/ml mertebesinde
biiyiitiilmiis maya strainleri, daha 6nceden hazirlanmis olan RNA agar petrilerine
her bir petriye 10 pl maya kiiltiirii gelecek sekilde spotlanmistir. Petriler, 27°C’ de
2448 saat inkiibe edilmistir. Belirtilen inkiibasyon siirelerinin sonunda, her RNA
agar petrisine daha onceden hazirlanmis Toluidine Blue O soliisyonu spreylenmis
ve birka¢ dakika sonucunda RNA agar petrilerinde koyu lacivert zemine karsi
hiicrelerin etrafinda olusan pembe zon ¢aplari Ol¢iilmiistiir. Toplam agilma
zonundan hiicre c¢aplarinin ¢ikarilmasi ile semikantitatif olarak en fazla

ekstraselliiler RNaz aktivitesi gosteren maya saptanmistir (Ogrydziak, 2003).

3.2.13 RNaz aktivitesinin belirlenmesi

Riboniikleaz (RNaz) aktivitesi, Cheng ve Ogrydziak (1986) tarafindan
belirtilen RNA hidroliz yontemi kullanilarak saptanmigtir. 50 pl enzim soliisyonu,
100 pl 100 mM sodyum sitrat tamponu (pH 5,0), 300 pl ultra saf su ve 50 pl
sodyum sitrat tamponunda hazirlanmis % 1,5’ lik RNA (Torula Tip VI) ile
kanistirilarak 30°C’de 45 dakika su banyosunda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda reaksiyon, ortama 500 pul % 0,4 uranil asetat iceren % 12 perklorik asit

(v/v) ilave edilerek durdurulmus ve karisim buz iginde sogutularak
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santrifiijlenmistir. Santrifiijleme sonucunda ornekler uygun oranda seyreltilerek

260 nm’ deki absorbans degerleri (Cary 50, Varian) 6l¢iilmiistir.

Bir birim riboniikleaz (RNaz) aktivitesi, RNA hidrolizi sonucunda 30°C’de
1 dakikada 260 nm absorbansdaki 0,1° lik deger artisina sebep olan enzim miktar1

olarak ifade edilmistir (Cheng and Ogrydziak, 1986).

3.2.14 Ekstraselliiler RNaz enziminin iiretimi

RNA agarda ekstraselliiler RNaz enzim aktivite taramasinda semikantitatif
olarak en yiiksek ekstraselliiler RNaz enzim aktivitesi gosteren ve molekiiler
biyolojik olarak Y. lipolytica olarak tanilanan Y. lipolytica TEM YL 21 strain
secimi gergeklestirilmis ve bu asamadan sonra ¢alismaya bu strain ile devam

edilmistir.

18 saatlik sivi YPD Kkiiltiirlerinden alinan 100 pl maya hiicre
stispansiyonlar;, 100 ml 100 mM sitrat tamponu ile tamponlanmig gliserol
proteose pepton sitrat (GPP-sitrat — pH 5,0) besiyerini igeren 500 ml’ lik erlenlere
inokiile edilmis ve 27°C 150 rpm ’de 24-72 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonucunda, ekstraselliiler enzimin oldugu diisiiniilen siipernatant, 4°C” de 8000
rpm 10 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijden sonra, sipernatant 0,45 ve 0,22 um’
lik milipor membranlar ile siipernatant filtre edilerek maya hiicrelerinden
tamamen arindirilmistir. Elde edilen siipernatantlar steril bir ortam sisesinde
toplanmis, protein miktart Bolim 3.2.3” de ve RNaz aktivitesi Boliim 3.2.13’ te

belirtildigi sekilde 6l¢tilmiistiir.

3.2.15 Ekstraselliiler RNaz enziminin saflastirilmasi

3.2.15.1 RNaz enziminin konsantre edilmesi

Bolim 3.2.14‘te ham enzim firetimi gerceklestirilen ekstraselliiler RNaz
enzimi, ultrafiltrasyon sistemi kullanilarak konsantre edilmistir. Membran por
genisligi 10 kDa (Polyether sulphone, Sartocon Slice 200) kasete sahip olan
ultrafiltrasyon cihazi (Sartorius Stedim Crossflow) ile ham RNaz siipernatanti
konsantre edilmistir. Tiim islemler + 4°C” de yapilmistir (Cheng and Ogrydziak,
1986).
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Y. lipolytica TEM YL 21 straininden {iretilmis RNaz enzimini yiiksek
saflastirma katsayisi ve yiiksek verimle saflagtirmak icin iki farkli kromatografi

yontemi kullanilmastir.

3.2.15.2 ivon degisim kromatografisi

Konsantre edilmis ultrafiltrat 6rnegi bir iyon degisim kromatografisine
(DEAE-seliiloz) uygulanmistir. Ornek kolona yiiklenmeden &nce kolon
dengeleme tamponu olan 20 mM Tris tamponu (pH 7,0) ile dengelenmistir. Kolon
1,5 ml/dk akis hizi ile 1 saat dengelendikten sonra, protein derisimi yaklasik 10
mg/ml olan konsantre 6rnekten 10 ml yiiklenmistir. Daha sonra eliisyon tamponu
olan 0-1 M NaCl igeren 20 mM pH 7,0 Tris tamponu ile kolona 0 - 1,0 M gradient
uygulanmistir. Akis hiz1 1,5 ml/dk olarak ayarlanan kolondan, her biri 1 ml 6rnek
iceren 104 fraksiyon toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarin RNaz aktivitesi Boliim
3.2.13’ te anlatilan yonteme gore tayin edilmistir. Yiiksek aktiviteye sahip

fraksiyonlar birlestirilmistir (Cheng and Ogrydziak, 1986).

3.2.15.3 Jel filtrasyon kromatografisi

Konsantre edilmis ultrafiltrat 6rnegi bir jel filtrasyon kromatografisine
(Sephadex G-75) uygulanmustir. Ornek kolona yiiklenmeden once kolon
dengeleme tamponu olan 33 mM fosfat tamponu (pH 6,8) ile dengelenmistir.
Kolon 1,5 ml/dk akis hiz1 ile 1 saat dengelendikten sonra, protein derisimi
yaklasik 10 mg/ml olan konsantre drnekten 10 ml yiiklenmistir ve 37 fraksiyon
toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarin RNaz aktivitesi Boliim 3.2.13’ te anlatilan
yonteme gore tayin edilmistir. Yiksek aktiviteye sahip fraksiyonlar

birlestirilmistir (Cheng and Ogrydziak, 1986).

Her bir kromatografi kolonundan saflagtirilmis RNaz enziminin molekiil
agirhg Bolim 3.2.9.1° de anlatilan yontemle saptanmistir. SDS-PAGE jelleri

Bolim 3.2.9.3” de anlatilan yontemlerle boyanmustir.
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3.2.16 Saflastirilan ekstraselliiler RNaz enziminin karakterizasyonu

3.2.16.1 RNaz enziminin optimum sicaklik ve sicaklik stabilitesinin

belirlenmesi

Y. lipolytica TEM YL 21’ den saflastirilmis RNaz enziminin optimum
sicakligimi belirlemek i¢in, 50 pl enzim ¢ozeltisi (39,90 U/mg spesifik aktivite,
0,49 mg/ml protein) ile 50 ul % 1,5 lik RNA soliisyonunu farkli sicakliklarda
(10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 ve 60°C) 45 dakika inkiibe edilmis ve RNaz
aktivitesi BoOlim 3.2.13° te anlatilan yonteme gore tayin edilmis ve RNaz
aktivitesinin en yiiksek oldugu sicaklik saptanmistir. Aktivitesi en yiiksek olan
deger 100 kabul edilerek elde edilen sonuglara gore enzimin bagil aktivitesi

hesaplanmistir (Ye and Ng, 2002; Gundampati et al., 2011).

Y. lipolytica TEM YL 21’ den saflastirlmis RNaz enziminin sicaklik
stabilitesini belirlemek igin, 50 ul enzim ¢ozeltisi (39,90 U/mg spesifik aktivite,
0,49 mg/ml protein) ile 50 ul % 1,5 lik RNA soliisyonunu farkli sicakliklarda
(10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 ve 60°C) 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra,
RNaz aktivitesi Bolim 3.2.13° te anlatilan yonteme gore tayin edilmistir.
Aktivitesi en yiiksek olan deger 100 kabul edilerek elde edilen sonuglara gore
enzimin bagil aktivitesi hesaplanmistir (Ye and Ng, 2002; Gundampati et al.,
2011).

3.2.16.2 RNaz enziminin optimum pH ve pH stabilitesinin belirlenmesi

Y. lipolytica TEM YL 21’ den saflastirilmis RNaz enziminin optimum pH’
st belirlemek icin, 50 pl enzim c¢ozeltisi (39,90 U/mg spesifik aktivite, 0,49
mg/ml protein) ile farkli pH’ larda (pH 2,0-2,5 araliginda 100 mM KCI-HCI
tamponu, pH 3,0-6,0 araliginda 100 mM sitrat tamponu ve pH 6,5-8,0 araliginda
fosfat tamponu) hazirlanmig 50 pl % 1,5’ lik RNA soliisyonunu 45 dakika inkiibe
edilmis ve RNaz aktivitesi Boliim 3.2.13’ te anlatilan yonteme gore tayin edilmis
ve RNaz aktivitesinin en yiiksek oldugu pH saptanmistir. Aktivitesi en yiiksek
olan deger 100 kabul edilerek elde edilen sonuglara gore enzimin bagil aktivitesi

hesaplanmigstir (Ye and Ng, 2002; Gundampati et al., 2011).
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Y. lipolytica TEM YL 21’ den izole edilen ekstraselliiler RNaz enziminin
pH stabilitesini belirlemek icin, 50 pl enzim ¢ozeltisi (39,90 U/mg spesifik
aktivite, 0,49 mg/ml protein) ile farkli pH’ larda (pH 2,0-2,5 araliginda 100 mM
KCI-HCI tamponu, pH 3,0-6,0 araliginda 100 mM sitrat tamponu ve pH 6,5-8,0
araliginda fosfat tamponu) hazirlanmig 50 pl % 1,5 lik RNA soliisyonlar1 ile
karistirtlmis ve 30°C” de 1 saat inkiibe edilmis, RNaz aktivitesi Boliim 3.2.13’ te
anlatilan yonteme gore tayin edilmis ve RNaz aktivitesinin en yiiksek oldugu pH
saptanmustir. Aktivitesi en yiiksek olan deger 100 kabul edilerek elde edilen
sonuglara gore enzimin bagil aktivitesi hesaplanmistir (Ye and Ng, 2002;

Gundampati et al., 2011).

3.2.16.3 RNaz enzim aktivitesi iizerine metal ivonlarmin etkisinin

belirlenmesi

Mn*?, Cu*?, Ca* Ba™, zZn™ Fe*’, Mg, Co™ ve Cd*? gibi 2 degerlikli
metal iyonlarmin ve NH;", K*, Na* gibi tek degerlikli iyonlarm Y. lipolytica
TEM YL 21’ den saflastirilmis RNaz enziminin aktivitesine etkisini incelemek
icin 50 pl enzim ¢ozeltisi (39,90 U/mg spesifik aktivite, 0,49 mg/ml protein),
igerisinde 1ve 10 mM metal iyonu iceren 100 mM pH 5,00 sitrat tamponda
hazirlanan % 1,5 lik RNA soliisyonunun 50 ul” si ile karistirtlmis, 45 dakika
inkiibe edilmis ve RNaz aktivitesi Boliim 3.2.13” te anlatilan yonteme gore tayin
edilmistir. Metal iyonlar1 icermeyen enzim ¢dzeltisinin aktivite miktar1 100 olarak
kabul edilmis ve metal iyonu igeren Orneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak

hesaplanmistir (Wang and Ng, 2001; Gundampati et al., 2011).

3.2.16.4 RNaz enzim aktivitesi iuizerine inhibitor maddelerin etKisinin

belirlenmesi

Sitrik asit, EDTA, okzalik asit, siilfanilik asit, sodyum azid ve askorbik asit
gibi inhibitér maddelerin Y. lipolytica TEM YL 21’ den saflastirilmis RNaz
enziminin aktivitesine etkisini incelemek icin 50 ul enzim ¢ozeltisi (39,90 U/mg
spesifik aktivite, 0,49 mg/ml protein), igerisinde 5 mM inhibitér madde i¢ceren 100
mM pH 5,00 sitrat tamponda hazirlanan % 1,5’ lik RNA soliisyonunun 50 pl’ si
ile karistirilmis, 45 dakika inkiibe edilmis ve RNaz aktivitesi Bolim 3.2.13° te
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anlatilan yonteme gore tayin edilmistir. Inhibitor maddeleri icermeyen enzim
cozeltisinin aktivite miktar1 100 olarak kabul edilmis ve metal iyonu igeren
orneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplanmistir (Gundampati et al.,

2011).

3.2.16.5 RNaz enziminin polihomoriboniikleotitlere ve RNA molekiiliine

olan 6zgiinliigiiniin belirlenmesi

Y. lipolytica TEM YL 21’ den saflastirilmis RNaz enziminin
polihomoriboniikleotitlere ve RNA (Torula yeast type VI) molekiiliine karsi
aktivite miktarinin belirlenmesi i¢in 250 pl enzim ¢ozeltisi (39,90 U/mg spesifik
aktivite, 0,49 mg/ml protein), ile 100 ug RNA, poly (A), poly (C), poly (G) ve
poly (U) polihomoriboniikleotitlerin igeren substrat ¢6zeltisinin 250 pl’ si ile
temiz deney tiiplinde karistirilmis ve 30°C’ de, 30 ve 60 dakika inkiibe edilmistir.
Daha sonra, 500 pl %0,4 uranil asetat igeren %12 perklorik asit (v/v) ilave
edilerek reaksiyon durdurulmus ve karisim buz i¢inde sogutularak
santrifiijlenmistir. Santrifiijleme sonucunda Ornekler uygun oranda seyreltilerek
poly (A), poly (G), poly (U) polihomoriboniikleotitleri ve RNA icin 260 nm’ de
poly (C) homoriboniikleotidi i¢in 280 nm’ deki absorbans degerleri (Cary 50,
Varian) dl¢iilmiistiir (Wang and Ng, 2001; 2003; 2004; Guan et al., 2007).

3.2.17 Saflastirilan AEP ve RNaz enzimlerinin kiitle spektrometre analizi

Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP enzimi ve Y. lipolytica
TEM YL 21 straininden saflagtirilan RNaz enziminin kiitle spektrometresiyle
tanilanmasi Almanya’ da bulunan Proteome Factory AG sirketinden hizmet alimi
alarak gerceklestirilmistir. Orneklerin analize hazirlanisi, kiitle
spektrofotometresiyle analizi ve protein tanilama asagidaki prosediirlere gore

yapilmistir (Hagariz et al., 2012).

3.2.17.1 Ornek hazirlama

SDS-PAGE sonrasi Coomassie Blue R-250 ile boyanmis olan jelden bantlar

steril bir bistliri kullanilarak vakumlu bir kabin igerisinde kesilmistir ve steril
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tiiplere aktarilarak analize gonderilmistir. Bu Orneklere kiitle analizi Oncesi

Proteome Factory AG’ de uygulanan islemler 6zetlenmistir.

Kesilen jel parcalar1 3 kez saf su ile yikandiktan sonra boyanin giderimi
amac1 ile % 50 asetonitril icerisinde hazirlanan 50 mM NH4HCOj; ile iki kez
yikanmigtir. Disiilfiir baglarinin kirilmasi i¢in 5 mM DTT ile 60°C’ de 15 dakika
inkiibe edilmistir. Serbest tiyollerin alkillenmesi i¢in ise 10 mM IAA
(iyodoasetamid) ile karanlikta oda sicaklifinda 30 dakika inkiibe edilmistir.
Proteinlerin fragmentasyonu i¢in 50 ul tripsin (20 ng/ pl, 50 mM NH4HCOs;
icerisinde) eklenerek 37°C’ de gece boyunca inkiibe edilmistir. Ornekler analize

kadar -80°C” de saklanmugtir.

3.2.17.2 LC-MS/MS analizi

Kiitle spektrometre analizleri nano-liquid chromatography—electrospray
ionisation—-mass spectra/mass spectra (nano LC-ES-MS/MS) sistemiyle
gerceklestirilmigtir. MS sistemi, bir Agilent 1100 nano-LC sistemi (Agilent,
Boeblingen, Almanya), PicoTip emitter (New Objective, Woburn, A.B.D.), bir
Esquire 3000 plus ion trap MS’ den (Bruker, Bremen, Almanya) olusmaktadir.
Peptitlerin tuz giderimi ve tutuklanmasi % 3 asetonitril - % 0,1 formik asit
kullanilan bir zenginlestirme kolonu (Zorbax SB C18, 75um x 150 mm kolon) ile
gerceklestirilmistir. Ureticilerin &nerdigi nano LC-ES-MS/MS analizine gore,
MS spektrumlart Esquire 3000 plus ile otomatik olarak alinmistir. MS/MS
spektrumlart DataAnalysis 3.2 (Bruker, Bremen, Almanya) kullanilanarak
islenmistir. Peptitler Mascot search engine (Matrix Science, Londra, Ingiltere) ve
NCBInr protein veritaban1 (National Centre for Biotechnology Information,
Bethesda, A.B.D.) kullanilarak tanilanmistir. Peptitlerin tanilanmasinda agagidaki
parametreler dikkate alinmistir: tiir: Yarrowia lipolytica; enzim: tripsin; enstriiman
tipi: ESI-TRAP: peptit kiitle toleransi: = 3 ppm; fragment kiitle toleransi: = 0,6 Da
(Di Cagno et al., 2009; Rizzello et al., 2009).
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4. BULGULAR

Boliim 3.1.1° de bahsedilen, Akpmar (2008), Giingdr (2009), Oztiirk (2000)
ve Yal¢in (2007) tarafindan yapilan ¢aligmalarda izole edilip hem fenotipik hem
de genotipik yontemlerle tanilanmis 22 Yarrowia lipolytica straininin izole
edildikleri kaynak, konvansiyonel, ITS-PCR ve ITS-PCR dizi analizi sonuglari
Cizelge 4.1° de goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Bu calismada kullanilan Yarrowia lipolytica strainlerinin daha 6nceden

yapilan galigma, izolasyon kaynagi ve tanisinda kullanilan yontemler.

Tanisinda Kullanilan Yontemler

Organizma (?alllln ?r:la II?TZ?? Fenotipik ITS-PCR
; ynas SNOUPIX |1 TS.pCR Dizi
Yontemler ..
Analizi
TEM YL 3 Peynir + + +
TEM YL 5 Peynir + + +
TEM YL 6 Peynir + + +
TEMYL9 Peynir + + +
TEM YL 10 Peynir + + +
Akpinar, 2008 )
TEM YL 17 Peynir + + +
TEM YL 18 Peynir + + +
TEM YL 19 Peynir + + +
TEM YL 20 Peynir + + +
TEM YL 21 Peynir + + +
TEM ORC 2 Toprak + + +
TEM ORC 3 Atik Su + + +
TEM ORC 4 Toprak + + +
TEM ORC 9 Toprak + + +
TEM ORC 10 Atik Su + + +
Gilingor, 2009
TEM ORC 11 Atik Su + + +
TEM ORC 12 Atik Su + + +
TEM ORC 13 Atik Su + + +
TEM ORC 17 Toprak + + +
TEM ORC 20 Atik Su + + +
TEM TAN 10 Oztiirk, 2000 Peynir + + -
TEM TAN 46 Yalc¢in, 2007 Peynir + + -
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4.1 Yarrowia lipolytica Strainlerinin Molekiiler Biyolojik Yoéntemlerle

Tamilarimin Kesinlestirilmesi

Daha o6nceden ITS-PCR’ da genotipik tanist yapilan 22 Y. lipolytica
straininin 1TS1-5,8S rDNA-ITS2 bolgesi ve 18S rDNA bolgesinin RFLP analizi
ile 26S rDNA bolgesinin D1/D2 domaininin sekans analizi yontemleri
kullanilarak bu strainlerin tanisinin kesinlestirilmesi amaglanmistir. Bu amagcla
onceki calismalarda yapilmis olan DNA izolasyonu ve ITS1-58S rDNA-ITS2
bolgesinin PCR’ da c¢ogaltilmasi, bu c¢alismada ITS-RFLP c¢alismalarinin

yapilabilmesi i¢in tekrarlanmustir.

Cizelge 4.1’ de belirtilen biitiin maya strainleri molekiiler biyolojik tanilama
calismalarina dahil edilmistir. Bu strainlerden genomik DNA izolasyonu
gerceklestirilmis ve elde edilen genomik DNA’ larin safliklari, hem agaroz jel
elektroforezi hem de Nanodrop cihazinda Azgo/Azgo oranlarinin Slgiilmesi ile

kontrol edilmistir.

4.1.1 I1TS1-5,8S rDNA-ITS2 bolgesinin PCR ile cogaltiimasi1 ve RFLP

analizi

Daha oOnceki c¢alismalarda 22 maya strainin ITS-PCR ile tanilamasi
gerceklesmesine ragmen bu calismada bu bolgenin RFLP analizi i¢in ayn1 bolge
PCR’ da tekrar ¢ogaltilmistir. 22 maya straininden elde edilen genomik DNA’
lardan, ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak Bolim 3.2.2.2°de belirtildigi gibi
yeniden PCR amplifikasyonu gergeklestirilmistir. PCR  amplifikasyonu
sonucunda, yaklasik 360 bp uzunlugunda tek bir fragment elde edilmistir.
Fragmentin uzunlugu, DNA marker1 baz alinarak Vilber Lourmat jel
dokiimantasyon sistemi ile saptanmistir. ITS1-5,8S rDNA-ITS2 bolgesinin PCR
amplifikasyonu sonucu elde edilen fragmentler Sekil 4.1 ve 4.2° de goriilmektedir.
ITS1-5.8S rDNA-ITS2 bolgesinin PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen PCR
amplikonlari, Bolim 3.2.2.2°de belirtildigi gibi ti¢ farkli restriksiyon enzimi
(Haelll, Hinfl ve Rsal) ile kesilmis ve her bir restriksiyon enzimi igin farkli
restriksiyon kesim profilleri elde edilmistir (Cizelge 4.2). 1TS1-5,8S rDNA-ITS2
bolgesinin Rsal enzimi RFLP analizi sonrasinda elde edilen profiller, Sekil 4.3’ te

gorilmektedir.
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ITS1-5.8S rDNA-ITS2 bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmast ve RFLP analizi
sonucunda hem Y. lipolytica tip tiiri hem de 22 Y. lipolytica straini benzer bant
profili gostermistir. Elde edilen veriler daha onceden gergeklestirilmis cesitli
calismalardan (Deak et al., 2000; Petersen et al., 2001; Andrade et al., 2006;
Polomska et al., 2007) elde edilen sonuglar ile karsilastirilmis ve literatiir ile

benzer sonuglarin elde edildigi gdzlenmistir.

9 6 9 10 11 18 19 20 21 Or2 Or3 Or4 M

Sekil 4.1 Yarrowia lipolytica CBS 6124 tip tiirii ile Y. lipolytica strainlerinin ITS-PCR tam
sonuglar1. M; marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder), T; Y. lipolytica CBS 6124 tip
tird; 3, 5, 6,9, 10, 17, 18, 19, 20 ve 21; Akpinar (2008) strainleri, Or2, Or3 ve Or4; Giing6r
(2009) strainleri.

M T 09 Ort0 Orf1 Or12 Or13 Or17 Or20 Ta10 Tad6 M

Sekil 4.2 Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirti ile Y. lipolytica strainlerinin ITS-PCR tam sonuglari. M;
marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder), T; Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirii, Or9,
Orl10, Orll1, Orl12, Orl13, Or 17 ve Or20; Giingdr (2009) strainleri, Tal0; Yal¢in (2000)
straini; Ta46; Yal¢in (2007) straini.
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Cizelge 4.2 Y. lipolytica strainleri ve tip tiirin ITS1-5,8S rDNA-ITS2 bdlgesinin

restriksiyon enzimleri ile kesim profilleri.

Strain No PCR Uriin Restriksiyon Enzimleri ile Kesim Profili
Boyutu (bp) Haelll (bp) Hinfl (bp) Rsal (bp)
TEM YL 3 360 360 180 + 180 220 + 140
TEMYL5 360 360 180 + 180 220 + 140
TEMYL6 360 360 180 + 180 220 + 140
TEMYL9 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM YL 10 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM YL 17 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM YL 18 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM YL 19 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM YL 20 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM YL 21 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM ORC 2 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM ORC 3 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM ORC 4 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM ORC 9 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM ORC 10 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM ORC 11 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM ORC 12 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM ORC 13 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM ORC 17 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM ORC 20 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM TAN 10 360 360 180 + 180 220 + 140
TEM TAN 46 360 360 180 + 180 220 + 140
Y. lipolytica
e Srf : lyzt . 360 360 180 + 180 220 + 140

Sekil 4.3 Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirii ile Y. lipolytica strainlerinin ITS boélgesinin Rsal RFLP
analiz sonuglari. M; marker (GeneRuler 50 bp Plus DNA Ladder), T; Y. lipolytica CBS
6124 tip tiird; 3, 5, 6, 9, 10, 17, 18, 19, 20 ve 21; Akpmar (2008) strainleri, Or2; Giingdr
(2009) straini.
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Oora Or9 Orl0 Orl11O0rl12 Orl3 Orl7 Or20 TalO Ta46

Sekil 4.4 Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirii ile Y. lipolytica strainlerinin ITS bdlgesinin Rsal RFLP
analiz sonuglari. M; marker (GeneRuler 50 bp Plus DNA Ladder), T; Y. lipolytica CBS
6124 tip tirt,Or3, Or4, Or9, Orl0, Orll, Orl2, Orl3, Or 17 ve Or20; Gilingér (2009)
strainleri, Tal0; Yalgin (2000) straini; Ta46; Yalgmn (2007) straini.

4.1.2 18S rDNA bélgesinin PCR ile ¢cogaltilmasi ve RFLP analizi

22 maya straininden elde edilen genomik DNA’ lardan, P108 ve M3976
primerleri kullanilarak Boliim 3.2.2.3.° te belirtildigi gibi PCR amplifikasyonu
gerceklestirilmistir. PCR amplifikasyonu sonucunda, yaklasik olarak 1629 bp
uzunlugunda tek bir fragment elde edilmistir. Fragmentlerin uzunluklari, DNA
marker1 baz alinarak Vilber Lourmat jel dokiimantasyon sistemi ile saptanmustir.
18S rDNA bélgesinin PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen fragmentler Sekil
4.5 ve 4.6’ da goriilmektedir. 18S rDNA bolgesinin PCR amplifikasyonu sonucu
elde edilen PCR amplikonlari, Bolim 3.2.2.3’ te belirtildigi gibi ti¢ farklh
restriksiyon enzimi (Haelll, Rsal ve Taql) ile kesilmis ve her bir restriksiyon
enzimi i¢in farkli restriksiyon kesim profilleri elde edilmistir (Cizelge 4.3). 18S
rDNA bolgesinin Haelll restriksiyon enzimi kesim profilleri Sekil 4.7 ve 4.8’ de;
Rsal restriksiyon enzimi kesim profilleri Sekil 4.9 ve 4.10° da ve Taql restriksiyon

enzimi kesim profilleri Sekil 4.11 ve 4.12” de goriilmektedir.

18S rDNA boélgesinin PCR ile ¢ogaltilmas1 ve RFLP analizi sonucunda hem
Y. lipolytica tip tirii hem de 22 Y. lipolytica straini benzer bant profili
gostermistir. Elde edilen veriler daha Onceden gergeklestirilmis ¢esitli
calismalardan (Andrade et al., 2006) elde edilen sonuglar ile karsilastirilmis ve

literatiir ile benzer sonuglarin elde edildigi gozlenmistir.
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10 17 18 19 20 21 Or2 Or3 Or4

Sekil 4.5 Y. lipolytica CBS 6124 tip tirii ile Y. lipolytica strainlerinin 18S rDNA-PCR tani
sonuglart. M; marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder), T; Y. lipolytica CBS 6124 tip
tiirii; 3, 5, 6, 9, 10, 17, 18, 19, 20 ve 21; Akpinar (2008) strainleri, Or2, Or3 ve Or4; Giingor
(2009) strainleri.

T Or9 Or10 Or11 Or12 Or13 Or17 Or20 Ta10 Ta46

Sekil 4.6 Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirti ile Y. lipolytica strainlerinin 18S rDNA-PCR tani
sonuglart. M; marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder), T; Y. lipolytica CBS 6124 tip
tiirli, Or9, Or10, Orl1, Orl12, Or13, Or 17 ve Or20; Glingdr (2009) strainleri, Tal0; Yal¢in
(2000) straini; Ta46; Yalgin (2007) straini.
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Cizelge 4.3 Y. lipolytica strainleri ve tip tiirin 18S rDNA bolgesinin restriksiyon

enzimleri ile kesim profilleri.

PCR Uriin Restriksiyon Enzimleri ile Kesim Profili
Strain No Boyutu
(bp) Haelll (bp) Rsal (bp) Taql (bp)
TEM YL 3 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEMYL5 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM YL 6 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEMYL9 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM YL 10 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM YL 17 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM YL 18 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM YL 19 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM YL 20 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM YL 21 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM ORC 2 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM ORC 3 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM ORC 4 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM ORC 9 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM ORC 10 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM ORC 11 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM ORC 12 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM ORC 13 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM TAN 10 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
TEM TAN 46 1629 548+321+313+270+177  574+467+449+139 1022+267+206
é;;pgllyztfa 1629 548+3214313+270+177  574+467+449+139  1022+267+206

100 bp

Sekil 4.7 Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirii ile Y. lipolytica strainlerinin 18S rDNA bolgesinin Haelll

restriksiyon enzimi kesim sonuglari. M; marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder), T;
Y. lipolytica CBS 6124 tip tiri; 3, 5, 6, 9, 10, 17, 18, 19, 20 ve 21; Akpimnar (2008)

strainleri, Or2; Giingdr (2009) straini.
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or4 Or9 Or10. Or11 Or12 Ori13 Or17 Or20 Ta1lo0

Sekil 4.8 Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirii ile Y lipolytica strainlerinin 18S rDNA boélgesinin Haelll
restriksiyon enzimi kesim sonuglart. M; marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder), T;
Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirii; Or3, Or4, Or9, Or10, Orl1, Orl12, Or13, Or 17 ve Or20;
Gling6r (2009) strainleri, Tal0; Yalgin (2000) straini; Ta46; Yal¢in (2007) straini.

e

Sekil 4.9 Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirii ile Y. lipolytica strainlerinin 18S rDNA bolgesinin Rsal
restriksiyon enzimi kesim sonuglart. M; marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder), T;
Y. lipolytica CBS 6124 tip tirii; 3, 5, 6, 9, 10, 17, 18, 19, 20 ve 21; Akpar (2008)
strainleri, Or2; Giingdr (2009) straini.

M or4 Org Or10 Ori1 Or 12 Or1i3 Or17 Or20 Tal10 Ta46
3000 bp S—
2000 bp S—

1500 Dp Se—
1200 bp su—

Sekil 4.10 Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirii ile Y. lipolytica strainlerinin 18S rDNA bolgesinin Rsal
restriksiyon enzimi kesim sonuglari. M; marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder), T;
Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirii; Or3, Or4, Or9, Or10, Orl1, Orl12, Or13, Or 17 ve Or20;
Glingor (2009) strainleri, Tal0; Yalgin (2000) straini; Ta46; Yal¢in (2007) straini.



Sekil 4.11 Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirii ile Y. lipolytica strainlerinin 18S rDNA bélgesinin Tag|l
restriksiyon enzimi kesim sonuglari. M; marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder), T;
Y. lipolytica CBS 6124 tip tird; 3, 5, 6, 9, 10, 17, 18, 19, 20 ve 21; Akpmar (2008)
strainleri, Or2; Giingdr (2009) straini.

M or9 Or10 Or11 Or12 Ori13 Or17 Or20 Tal10 Ta46
3000 bP su—"
2000 bp S—
1500 bp M—

1200 bp Me—
1000 bp

100 bp

Sekil 4.12 Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirii ile Y. lipolytica strainlerinin 18S rDNA bélgesinin Tag|l
restriksiyon enzimi kesim sonuglari. M; marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder), T;
Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirti; Or3, Or4, Or9, Orl0, Orl1, Orl2, Orl13, Or 17 ve Or20;
Glingor (2009) strainleri, Tal0; Yal¢in (2000) straini; Ta46; Yalcin (2007) straini.

4.1.326S rDNA bélgesinin D1/D2 domaininin PCR ile cogaltilmasi1 ve

sekans analizi

Hem ITS1-5,8S rDNA-ITS2 bolgesinin RFLP analizi hem de 18S rDNA
bolgesinin RFLP analizi Y. lipolytica strainlerinin literatiir ile benzer sonuglar
vermistir. Bununla birlikte, 26S rRNA bolgesinin D1/D2 domaininin sekansi,
maya taksonomisi i¢in ana ara¢ olarak yaygin bir sekilde kabul gérmektedir ve
glinimiizde tamimlanan biitin maya tiirleri i¢in mevcut veri tabanlar
bulunmaktadir. Bu nedenle Y. lipolytica strainlerinin tanisini kesinlestirmek igin
26S rDNA bolgesinin D1/D2 domain sekansida saptanmistir. 22 maya straininden
elde edilen genomik DNA’ lardan, NL1 ve NL4 primerleri kullanilarak Bolim
3.2.2.4°te Delirtildigi gibi PCR amplifikasyonu gergeklestirilmistir. PCR
amplifikasyonu sonucunda, yaklasik olarak 550 bp uzunlugunda tek bir fragment
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elde edilmistir. Fragmentlerin uzunluklari, DNA marker1 baz alinarak Vilber
Lourmat jel dokiimantasyon sistemi ile saptanmigtir. 26S rDNA bolgesinin PCR

amplifikasyonu sonucu elde edilen fragmentler Sekil 4.13 ve 4.14° de

goriilmektedir.

Sekil 4.13 Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirii ile Y. lipolytica strainlerinin 26S rDNA bolgesinin
D1/D2 domainin - PCR tani sonuglari. M; marker (GeneRuler 50 bp Plus DNA Ladder), T;
Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirii; 3, 5, 6, 9, 10, 17, 18, 19, 20 ve 21; Akpmar (2008)
strainleri, ORC2; Giing6r (2009) straini.

T ORGC3 ORGC4 ORGCY9 ORGC10 ORGC11 ORG12 ORG13 ORG17 ORGC20 TAN10 TAN46

————-—”—“

Sekil 4.14 Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirii ile Y. lipolytica strainlerinin 26S rDNA bdlgesinin
D1/D2 domainin — PCR tan1 sonuglari. M; marker (GeneRuler 50 bp Plus DNA Ladder), T;
Y. lipolytica CBS 6124 tip tiirii, Or¢3, Or¢4, Or¢9, Or¢l0, Orgl1, Or¢l2, Orgl3, Org 17 ve
Or¢20; Glingér (2009) strainleri, Tanl0; Yal¢in (2000) straini; Tan46; Yalgin (2007)

straini.

Maya strainleri 26S rDNA bélgesi D1/D2 domaininin sekans analizi, izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiisii (I'YTE) Biyoteknoloji ve Biyomiihendislik Uygulama
ve Arastirma Merkezi'nde (BIYOMER) Béliim 3.2.2.4’te belirtildigi sekliyle
gerceklestirilmistir. Sekans analizi sonucunda elde edilen ham veriler Once

temizlenmis, daha sonra da NCBI GenBank veri tabaninda bulunan Basic Local
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Alignment Search Tool (BLAST) programi kullanilarak veri tabaninda bulunan
organizmalar ile eslestirilmistir. Eslesme sonucunda elde edilen sekans analizi

sonuglar1 Cizelge 4.4’ te goriilmektedir.

Cizelge 4.4 26S rDNA bolgesinin D1/D2 domaininin sekans analizi sonucunda elde

edilen tanilama sonugclari.

Strain No BPo(;ll:tEEg;) Homoloji (%) Sekans Sonucu Ac(isgsligoin;o.
TEM YL 3 550 99 Yarrowia lipolytica JN112343
TEM YL5 550 99 Yarrowia lipolytica JN112344
TEM YL 6 550 99 Yarrowia lipolytica JIN112345
TEM YL 9 550 99 Yarrowia lipolytica JIN112346
TEM YL 10 550 100 Yarrowia lipolytica JIN112347
TEM YL 17 550 100 Yarrowia lipolytica JIN112348
TEM YL 18 550 100 Yarrowia lipolytica JN112349
TEM YL 19 550 99 Yarrowia lipolytica JN112350
TEM YL 20 550 100 Yarrowia lipolytica JN112351
TEM YL 21 550 99 Yarrowia lipolytica JN112352
TEM ORC 2 550 100 Yarrowia lipolytica JN112353
TEM ORC 3 550 99 Yarrowia lipolytica JN112354
TEM ORC 4 550 100 Yarrowia lipolytica JN112355
TEM ORC 9 550 100 Yarrowia lipolytica JN112356
TEM ORC 10 550 100 Yarrowia lipolytica JN112357
TEM ORC 11 550 100 Yarrowia lipolytica JN112358
TEM ORC 12 550 100 Yarrowia lipolytica JN112359
TEM ORC 13 550 100 Yarrowia lipolytica JN112360
TEM ORC 17 500 100 Yarrowia lipolytica JN112361
TEM ORC 20 550 100 Yarrowia lipolytica JN112362
TEM TAN 10 550 100 Yarrowia lipolytica JN112363
TEM TAN 46 550 100 Yarrowia lipolytica JN112364

Elde edilen maya sekanslari, coklu hizalama programi olan Clustal W v2.0
yazilimi kullanilarak hizalanmis ve filogenetik aga¢, Mega v5.05 yazilimi ile
Tamura-Nei neighbor joining metodu kullanilarak olusturulmustur. Filogenetik
agacin giivenilirligi, 1000 tekrarli parametrik olmayan bootstrap drneklemesi ile

degerlendirilmistir. Filogenetik agac Sekil 4.15’ te goriilmektedir.
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Yarmowia lipolytica TEM YL @
Yamowia lipolytica TEM DRC @
Yarrowia lipolytics TEM YL 20
Yamowia lipolytica TEM YL 5
Yarrowia lipolytica TEM YL 17
Yamowia lipolytica TEM DRC 2
Yamowia lipolytica TEM ORC 3
Yamowia lipolytica TEM ORC 11
Yarrowia lipolytica TEM YL 18
Yamowia lipolytica TEM YL &
Yamowia lipolytica TEM ORC 4
Yarrowia lipolytica TEM YL 10
Yarrowia lipolytica TEM YL 21
Yamowia lipolyica TEM ORC 10
Yamowia lipolytica TEM ORC 12
Yamowia lipolytica TEM ORC 13
Yamowia lipolytica TEM ORC 17
Yamowia lipolyica TEM ORC 20
Yamowia lipalytica TEM TAN 10
Yamowia lipolytica TEM TAMN 46
Yamowia lipolytica CBS 5124
Yamowia lipolytica TEM YL 3
m[ Yarrowia lipolytics TEM YL 19
Candida sake KBP 3097

|

030 025 020 1S 0.0 DS ki)

Sekil 4.15 Tamura-Nei neighbor joining metodu kullanilarak olusturulmus 22 Y. lipolytica straini,
Y. lipolytica CBS 6124 tip tiri ve Candida sake KBP 3997 (out-grup) arasindaki
filogenetik uzakligi gosteren filogenetik aga¢. Y. lipolytica CBS 6124 ve C. sake KBP 3997
tip tilirleri 26S rRNA D1/D2 domainlerinin sekanslart NCBI GenBank veritabanindan

almmustir.
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4.2 Tams1 Kesinlestirilen Y. lipolytica Strainlerinin Alkalin Ekstraselliiler
Proteaz (AEP) Enzimi Aktivite Taranmasi, Uretimi, Saflastirilmasi ve

Karakterizasyonu

Ug farkli molekiiler biyolojik yéntemle Yarrowia lipolytica olarak tanilanan
22 maya straini, alkalin ekstraselliiler proteaz (AEP) enziminin aktivite taramasi,

iiretimi, saflastirilmasi ve karakterizasyonu denemelerine alinmistir.

4.2.1 AEP enzim aktivite taranmasi

Bolim 3.2.5°de belirtildigi gibi, toplam 22 Y. lipolytica maya straininin
AEP enzimini dretip tretmedigi, skim milk agar besiyerinde inkiibasyon
sonucunda meydana getirdigi acilma zonlarindan saptanmistir. Denemeye alinan
22 Y. lipolytica straininden sadece 6 strainin skim milk agar besiyerinde aktiviteye
sahip oldugu goriilmistiir. Y. lipolytica TEM YL 5 straininin AEP {ireticisi 6
strain igerisinde semikantitatif olarak en fazla miktarda AEP enzimini salgiladigi
saptanmis ve AEP enzimi ile ilgili bundan sonraki c¢aligmalarda bu strain
kullanilmustir. Y. lipolytica strainleri tarafindan skim milk besiyerinde olusturulan
acilma zonlar1 Cizelge 4.5° te ve Y. lipolytica TEM YL 5 straininin skim milk

agarda meydana getirdigi agilma zonu Sekil 4.16” da goriilmektedir.

Cizelge 4.5 Y. lipolytica strainlerinin alkalin ekstraselliiler proteaz enziminin tarama

sonuglari [(toplam zon - koloni ¢apindan farki)].

Skim milk agardaki agilma zonlar1 (mm)

Strain No
1. Giin 2. Giin 3. Giin
TEM YL 3 18-10=8 24-11=13 29-13=16
TEM YL5 16-9=7 24-9=15 28-9=19
TEM YL 6 16-9=7 22-10=12 27-10=17
TEM YL 9 18-10=8 25-12=13 31-13=18
TEM YL 10 17-10=7 24-11=13 28-12=16
TEM YL 17 - - -
TEM YL 18 - - —
TEM YL 19 - - —
TEM YL 20 - - —
TEM YL 21 - - —
TEM ORC 2 - - —
TEM ORC 3 17-10=7 24-10=14 29-11=18
TEM ORC 4 - - -
TEM ORC 9 - - -

TEM ORC 10



153

Cizelge 4.5 (Devam)

Skim milk agardaki acilma zonlar1 (mm)
1. Giin 2. Giin 3. Giin
TEM ORC 11 - - -
TEM ORC 12 - - -
TEM ORC 13 - - -
TEM ORC 17 - - -
TEM ORC 20 - - -
TEM TAN 10 - - -
TEM TAN 46 - - -
Y. lipolytica CBS 6124 16-11=5 23-12=11 28-15=13

Strain No

Sekil 4.16 AEP enzim aktivitesi taranmasi sonrasi Y. lipolytica TEM YL 5 straini tarafindan skim

milk agarda 27°C 48 saat inkiibasyon sonucunda olugan agilma zonu.

4.2.2 AEP enziminin iiretimi

Semikantitatif olarak en fazla AEP enzimi ireten Y. lipolytica straini
secildikten sonra, bu strainin daha onceki benzer bir arastirmamizda (Akpinar et
al., 2011) AEP enzimini en fazla gliserol proteose pepton (GPP, pH 6,8)
besiyerinde irettigi saptandigindan Y. lipolytica TEM YL 5 straini AEP enzim
tiretimi GPP besiyerinde yapilmis ve 48. saat inkiibasyonu sonucunda en fazla
miktarda AEP enzimini iirettigi ve bu saatten sonra enzim miktarinin azaldigi,

Bolim 3.2.5’ te anlatilan alkalin proteaz aktivite tayini ile saptanmistir (Sekil 4.
17).
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Sekil 4.17 Y. lipolytica TEM YL 5 straininden AEP enziminin zamanla tiretimi.

En fazla iiretim sartlarinin belirlenmesinden sonra, Y. lipolytica TEM YL 5
straini GPP besiyerinde (pH 6,8) 150 rpm’ de ¢alkalamali olarak 27°C” de 48 saat
boyunca Boliim 3.2.7° de anlatildif1 sekilde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonucunda, ekstraselliiler AEP enzimi oldugu diisiiniilen enzim soliisyonu, 4°C’
de 8000 rpm 10 dakika santrifiijlenerek silipernatant elde edilmis ve maya
hiicreleri uzaklastirilmistir. Santrifiijden sonra, siipernatant 0,45 ve 0,22 pm’ lik
milipor membranlar ile filtre edilerek maya hiicrelerinden tamamen
uzaklastirilmis ve 1665 ml ham AEP enzimi elde edilmistir. Elde edilen
sipernatant steril bir ortam sisesinde toplanmis, siipernatantin toplam protein
miktart Bolim 3.2.3° te anlatildig1 sekilde 6l¢iilmiis ve protein konsantrasyonu
1,01 mg/ml olarak bulunmustur. Ayni siipernatantin alkali proteaz aktivitesi
Bolim 3.2.5° te belirtildigi sekilde olglilmiis ve aktivitesi 2,34 U/ml/dak

bulunmustur.

4.2.3 AEP enziminin saflagtirilmasi

4.2.3.1 AEP enzim siipernatantinin konsantre edilmesi

Boliim 3.2.7¢ te anlatilan sekilde tiretimi gergeklestirilen 1665 ml ham AEP
enzimi, 10 kDa MWCO (Molecular Weight Cut-off) membran por genisligine
sahip bir ultrafiltrasyon sistemi ile yaklasik olarak 12,8 kat konsantre edilmis ve
hacmi 130 ml’ ye kadar deristirilmistir. Ultrafiltratin protein miktart Béliim 3.2.3’

te anlatildig1 sekilde 6l¢iilmiis ve toplam protein konsantrasyonu olarak 3,60
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mg/ml bulunmustur. Ayn1 ultrafiltratin alkali proteaz aktivitesi Boliim 3.2.5° de

belirtildigi sekilde 6l¢iilmiis ve aktivitesi 27,81 U/ml/dak bulunmustur.

4.2.3.2 AEP ultrafiltratinin ivon degisim kromatografisine uygulanmasi

AEP enziminin saflastirilmasi, diisiik basingli sivi kromatografi (LPLC)
sistemi kullanilarak sirastyla iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografileri ile
gerceklestirilmistir.  Dedeksiyon, 20°C° de 254 nm UV absorbansta
gergeklestirilmistir.

AEP enziminin kromatografik yontemlerle saflagtirilmasindaki ilk asama,
Diethylaminoethyl cellulose (DEAE-seliiloz) kolonu kullanilarak iyon degisim
kromatografisi ile gergeklestirilmis ve toplam 60 fraksiyon elde edilmistir. Protein
ornekleri, 0’dan 1000 mM NaCl lineer gradiyenti ile eliie edilmistir. Eliie
fraksiyonlar (1’er ml) toplanmis ve her bir fraksiyondan 6rnek alinarak Bolim
3.2.5° te belirtildigi sekilde alkalin proteaz aktivitesi Olgiilmiis ve yiiksek
aktiviteye sahip fraksiyonlar (1-17 fraksiyonlar) birlestirilmistir. Sonug olarak,
AEP enzimi DEAE-seliiloz kolonu ile 29,05 verimle 16,46 kat saflastirilmustir.
Cizelge 4.6 ve Sekil 4.18° de Y. lipolytica TEM YL 5° den iiretilen AEP

enziminin DEAE-seliiloz kolonu ile saflastirma profili gériilmektedir.

Cizelge 4.6 Y. lipolytica TEM YL 5’ den iiretilen AEP enziminin DEAE-seliiloz kolonu

ile saflagtirma profili.

Total Toplam Spesifik

Asama Aktivite Protein Aktivite Slig?:;g:za Verim (%)
(U) (mg) (U/mg)

Kilear 3896,1 1681,65 232 1 100
Siipernatanti

Ultrafiltrasyon 3615,3 468 7,725 3,33 92,79
DEAE-seliiloz

kolonundan

toplanan 1131,78 29,64 38,18 16,46 29,05

fraksiyonlar (1-
17. fraksiyonlar)
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Sekil 4.18 Y. lipolytica TEM YL 5’ den tiretilen AEP enziminin DEAE-seliiloz kromatografisi.

4.2.3.3 AEP ultrafiltratin jel filtrasyon kromatografisine uygulanmasi

AEP enziminin kromatografik yontemlerle saflastirilmasindaki diger asama,
Sephadex G-75 kolonu kullanilarak jel filtrasyon kromatografisi ile
gerceklestirilmis ve 66 fraksiyon toplanmistir. AEP ultrafiltrat 6rnegi Sephadex
G-75 kolonuna uygulanmis ve 67 fraksiyon toplanmistir. Her bir fraksiyondan
ornek almarak Bolim 3.2.5° te belirtildigi sekilde alkalin proteaz aktivitesi
Olgilmiis ve yiksek aktiviteye sahip fraksiyonlar (1-34. fraksiyonlar)
birlestirilmistir. Sonu¢ olarak, AEP enzimi Sephadex G-75 kolonu ile 57,76
verimle 4,56 kat saflastirilmistir. Cizelge 4.7 ve Sekil 4.19° da Y. lipolytica TEM
YL 5’ den iretilen AEP enziminin Sephadex G—75 kolonu ile saflagtirma profili

goriilmektedir.

Cizelge 4.7 Y. lipolytica TEM YL 5’ den iiretilen AEP enziminin Sephadex G—75 kolonu

ile saflagtirma profili.

Total Toplam Spesifik Saflastirma
Asama Aktivite Protein Aktivite Ka t:ay1s1 Verim (%)
(9) (mg) (U/mg)
Kiltiir 3896,1 1681,65 232 1 100
Siipernatanti
Ultrafiltrasyon 3615,3 468 7,725 3,33 92,79
Sephadex G-75
kolonundan
toplanan 2250,75 213 10,57 4,56 57,76

fraksiyonlar (1-
34. fraksiyonlar)
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Sekil 4.19 Y. lipolytica TEM YL 5’ den iiretilen AEP enziminin Sephadex G—75 kromatografisi.

4.2.4 AEP enziminin molekiiler agirhgimin SDS-PAGE ile belirlenmesi

Y. lipolytica TEM YL 5’ den iiretilen ve hem DEAE-seliiloz iyon degisim
kromatografisi hem de Sephadex G-75 jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak
saflagtirilan alkalin ekstraselliiler proteaz enziminin safligim1 kontrol etmek
amaciyla denatiire kosullar altinda SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapilmstir.
Yiiriitme sonrasi jel hem Coomassie hem de giimiis boyama ile boyanmis, ve her
iki boyama sonucunda tek bant oldugu go6zlemlenmistir. AEP enziminin
molekiiler agirligini saptamak i¢in Fermentas Unstained Protein Molecular weight
marker (SM0431 — 14,4, 18,4, 25, 35, 45, 66,2, 116 kDa) standard1 kullanilmis ve
AEP proteininin molekiiler agirligi yaklasik olarak 30,5 kDa olarak saptanmustir.
Y. lipolytica TEM YL 5’ den iiretilip saflastirilan AEP enziminin Coomassie ve

glimiis boyama sonuglari sirasiyla Sekil 4. 20 ve Sekil 4.21° de goriilmektedir.
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Sekil 4.20 Y. lipolytica TEM YL 5 den fiiretilip saflastirilan alkalin ekstraselliiler proteaz
enziminin Coomassie boyama ile boyanmig SDS-PAGE jeli {izerindeki goriiniimii. M:
marker; Sup: kiltir stipernatant;; Ult: Ultrafiltrat; G-75: Sephadex G-75 kolonundan
toplanan fraksiyonlar; DEAE: DEAE-seliiloz kolonundan toplanan fraksiyonlar.

M _Sup. Ult. G-75 DEAE

Sekil 4.21 Y. lipolytica TEM YL 5 den iretilip saflagtirilan alkalin ekstraselliiler proteaz
enziminin giimily boyama ile boyanmig SDS-PAGE jeli tizerindeki gériiniimii. M: marker;
Sup: kiiltiir siipernatanti; Ult: Ultrafiltrat; G-75: Sephadex G-75 kolonundan toplanan
fraksiyonlar; DEAE: DEAE-seliiloz kolonundan toplanan fraksiyonlar.

4.2.5 AEP enziminin zimogram tayini

Saflastirilan enzimin jelde aktivitesini belirlemek amaci ile zimogram
yapilmistir. Jelde, DEAE-selilloz kolon sonrasinda elde edilen saf enzim
cozeltisinin zimogram tayini i¢in yapilan % 1° lik siit tozu iceren SDS-PAGE

jelinde tek bant olarak aktivite gozlenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22 DEAE-seliiloz kolonundan elde edilen AEP enziminin SDS-PAGE zimogram analizi.

4.2.6 Saflastirilmus AEP enziminin karakterizasyonu

4.2.6.1 AEP enziminin optimum sicaklik ve sicaklik stabilitesinin

belirlenmesi

Saflagtirilan AEP enziminin optimum sicakligini belirlemek i¢in saf AEP
enzim sollisyonunun, 10-80°C arasinda degisen sicakliklarda Bolim 3.2.5° te
anlatildig1 sekilde aktivitesi saptanmistir. Inkiibasyon sonucunda, inkiibasyona
tabi tutulmadan oOlcililen alkalin proteaz aktivitesi standart kabul edilerek AEP
aktivitesi, kalan aktivite yiizde (%) cinsinden hesaplanmigtir. Enzimin optimum
sicakliginin 30°C oldugu, 10°C’ in altinda ve 60°C’ in iizerindeki sicakliklarda
enzim aktivitesinin azaldigi saptanmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23 Saflastirilmig AEP enziminin optimum sicaklik profili.
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Saflastirilan AEP enziminin sicaklik stabilitesini belirlemek i¢in saf AEP
enzim soliisyonu, 10-80°C arasinda degisen sicakliklarda 1 veya 2 saat inkiibe
edildikten sonra Bolim 3.2.5° te anlatildigi sekilde aktivitesi saptanmistir.
Inkiibasyon sonucunda, inkiibasyona tabi tutulmadan &lciilen alkalin proteaz
aktivitesi standart kabul edilerek AEP aktivitesi kalan aktivite yiizde (%)
cinsinden hesaplanmistir. Enzimin termal stabilitesinin 30°C oldugu, 40°C’ in

iizerindeki sicakliklarda enzim aktivitesinin azaldig1 saptanmstir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24 Saflastirilmis AEP enziminin sicaklik stabilite profili.

4.2.6.2 AEP enziminin optimum pH ve pH stabilitesinin belirlenmesi

Saflagtirilan AEP enziminin optimum pH’ sm belirlemek i¢in saf AEP
enzim soliisyonunun, pH 6,0-13,0 arasinda degisen pH’ larda Bolim 3.2.5° te
anlatildipy sekilde aktivitsi saptanmustir. Inkiibasyon sonucunda, inkiibasyona tabi
tutulmadan o6lgiilen alkalin proteaz aktivitesi standart kabul edilerek AEP
aktivitesi kalan aktivite yiizde (%) cinsinden hesaplanmistir. Enzimin optimum
pH’ smin 10,50 oldugu, pH 7,0’ 1n altinda ve pH 12’ in {izerindeki pH’ larda

enzim aktivitesinin azaldig1 saptanmustir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25 Saflagtirilmig AEP enziminin optimum pH profili.

Saflastirilan AEP enziminin pH stabilitesini belirlemek i¢in saf AEP enzim
solisyonu, pH 6,0-13,0 arasinda degisen pH’ larda 1 veya 2 saat inkiibe
edildikten sonra Bolim 3.2.5° te anlatildigi sekilde aktivitesi saptanmustir.
Inkiibasyon sonucunda, inkiibasyona tabi tutulmadan &lgiilen alkalin proteaz
aktivitesi standart kabul edilerek AEP aktivitesi kalan aktivite yiizde (%)
cinsinden hesaplanmistir. Enzimin pH stabilitesinin 10,50 oldugu, pH 7,0’ m
altinda ve pH 11’ in {lizerindeki pH’ larda enzim aktivitesinin azaldig1 saptanmistir

(Sekil 4.26).
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Sekil 4.26 Saflagtirilmig AEP enziminin pH stabilite profili.
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4.2.6.3 AEP enziminin sentetik substrat seciciliginin belirlenmesi

Saflagtirilan AEP enziminin hangi aminoasitten sonra kesim yaptigini yani
substrat spesifitesini belirlemek amaci ile p-nitroanilid ile konjuge edilmis
sentetik peptid substratlar1 reaksiyon ortamindaki son konsantrasyonlart 5 mM
olacak sekilde hazirlanmis ve N-Suc-Ala-Ala-Ala-pNA ve N-Suc-Ala-Ala-Pro-
Phe-pNA sentetik substratlar1 kullanilmistir. AEP enziminin N-Suc-Ala-Ala-Ala-
PNA peptidini hidrolizleyemedigi ve en iyi kemotripsin spesifik substrati1 olan N-
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA  peptidini  hidrolizledigi tespit edilmistir. AEP
enziminin p-NA konjuge sentetik substratlara kars1 spesifitesi Cizelge 4.8 de

verilmistir.

Cizelge 4.8 Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP enziminin oligopeptidil-

p-NA konjuge sentetik substratlarina kars1 spesifitesi.

Substrat Spesifik Aktivite (U/mg protein)
N-Suc-Ala-Ala-Ala-pNA 0
N-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA 12,93

4.2.6.4 AEP enziminin dogal protein substratlarina olan 6zgiinliigiiniin

belirlenmesi

Saf AEP enziminin dogal protein substratlara karsi substrat spesifitesini
belirlemek amaci ile hammarsten kazein, siit tozu, jelatin, kollajen ve bovine
serum albumin (BSA) substratlariin % 0,6° lik ¢ozeltileri 50 mM pH 10,5
NaOH-glisin tampon ¢6zeltisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Saf AEP enziminin
30°C’de en iyi kazein varliginda aktivite gosterdigi tespit edilmistir. AEP

enziminin dogal protein substratlara karsi spesifitesi Cizelge 4.9’ da verilmistir.

Cizelge 4.9 Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP enziminin dogal protein

substratlara kars1 spesifitesi.

Dogal Substratlar (%60,6 w/v) Kalan Aktivite (%)
Kazein 100
Sut tozu 51,5
Jelatin 12
Kollajen 10,59

BSA 7,9
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4.2.6.5 AEP enzim aktivitesi iizerine amino asit inhibitorlerinin etkisinin

belirlenmesi

Y. lipolytica TEM YL 5 straininden elde edilen AEP enzimi, aktiviteden
sorumlu amino asitlerin belirlenmesi amaci ile fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF),
etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve etilen glikol tetra asetik asit (EGTA)
varliginda 30°C’ de 2 saat inkiibasyona birakilmistir. AEP enziminin 1 mM PMSF
varliginda aktivitesinin % 82 oraninda, 10 mM PMSF varliginda ise aktivitesinin
% 96 oraninda; 1 mM EDTA varliginda aktivitesinin % 4 oraninda ve 10 mM
EDTA varliginda ise % 16 oraninda kayboldugu bulunmustur. Bununla birlikte,
AEP enzim aktivitesi, | mM EGTA varliginda % 28 ve 10 mM EGTA varliginda
ise % 87 oraninda arttigi bulunmus ve AEP enzimi i¢in bir aktivatér oldugu
bulunmustur. Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflagtiritlan AEP enzimi PMSF
ile inhibe oldugundan bir serin proteaz oldugu saptanmistir. Elde edilen sonuglar

Cizelge 4.10° da verilmistir.

Cizelge 4.10 Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP enzim aktivitesi

iizerine aktif bolge inhibitorlerinin etkisi.

Aktif Bolge inhibitorii Konsantrasyon (mM) Kalan Aktivite (%0)
AEP (kontrol) - 100
AEP + PMSF 1 18
10 4
AEP + EDTA 1 96
10 84
AEP + EGTA 1 128
10 187

4.2.6.6 AEP enzim aktivitesi iizerine metal ivonlarmmn etkisinin

belirlenmesi

Metal iyonlannin saf AEP aktivitesine etkisini incelemek i¢in I\/In+2, Cu+2,
Ca'?, Ba'?, Zn*? Fe™ ve Mg™ gibi 2 degerlikli metal iyonlar1 ve NH;, K™, Na™
gibi tek degerlikli iyonlar kullanilarak proteaz aktivitesi incelenmistir. Sonuglara

gore, AEP enzim aktivitesinin 30°C” de Mn*?, Cu*?, NH,™, K™, Na* ile arttig,
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Ca*? ile degismedigi ve Ba*?, Zn*?, Fe™ ve Mg* ile azaldigi bulunmustur. Elde

edilen sonugclar Cizelge 4.11° de verilmistir.

Cizelge 4.11 Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflagtirilan AEP enzim aktivitesi

iizerine ¢esitli metal iyonlarinin etkisi.

Metal fyonu Kalan Aktivite (%)
AEP (kontrol) 100
AEP + Cu*? 134
AEP + Ba™ 90,9
AEP + Zn*? 89,6
AEP + Mn*? 151,3
AEP + Fe*? 98,5
AEP + Mg* 76,5
AEP + Ca™ 101
AEP + NH,"* 106
AEP + K™ 105
AEP + Na'? 104

4.2.6.7 AEP enzim aktivitesi iizerine viizey aktif madde ve hidrojen

peroksitin etkilerinin belirlenmesi

Deterjan katki maddelerinden SDS, Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween
80, Triton X-100 ve hidrojen peroksitin (H,0,) Y. lipolytica TEM YL 5’ ten
saflastirilan AEP enzim aktivitesi tizerine etkisi incelenmistir. AEP enziminin %1
SDS varliginda aktivitesinin yarisim kaybettigi; hidrojen peroksit ile yiiksek
oranda aktivitesini kaybettigi ve diger ylizey aktif maddelerin varliginda ise
aktivitesini yiiksek oranda korudugu saptanmustir. Elde edilen sonuglar Cizelge

4.12’ de verilmistir.
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Cizelge 4.12 Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP enzim aktivitesi

iizerine ¢esitli ylizey aktif maddelerin ve H,O;’ in etkisi.

Yiizey Aktif Madde Kalan Aktivite (%0)
AEP (kontrol) 100
AEP + % 0,5 SDS (W/v) 52
AEP + % 1 SDS (w/v) 48
AEP + % 1 Tween 20 (v/v) 96
AEP + % 2 Tween 20 (v/v) 85
AEP + % 1 Tween 40 (v/v) 92
AEP + % 2 Tween 40 (v/v) 89
AEP + % 1 Tween 60 (v/v) 97
AEP + % 2 Tween 60 (v/v) 88
AEP + % 1 Tween 80 (v/v) 94
AEP + % 2 Tween 80 (v/v) 91
AEP + % 1 Triton X-100 (v/v) 88
AEP + % 2 Triton X-100 (v/v) 84
AEP + % 5 H,0, (V/V) 28
AEP + % 10 H,0, (V/V) 17
AEP + % 15 H,0, (V/V) 12

4.2.7 AEP enziminin LC-MS/MS analizi

DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi ile saflastirilan AEP enzimini
tanilamak i¢in, saf AEP enzim soliisyonu SDS-PAGE jelde yiitiitiilmiis ve Boliim
3.2.17° de anlatildig1 sekilde kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile analizi
gercelestirilmistir. Elde edilen peptid fragmentlerinden molekiil kiitlesi 30,50 kDa
olan band Yarrowia lipolytica alkalin ekstraselliiler proteaz (AEP) enzimi olarak
tanilanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.27 ve Cizelge 4.13 — 4.21° de

verilmistir.
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Sekil 4.27 Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP enziminin fragmentleri ile protein

veritabanindaki Y. lipolytica AEP enziminin eslesen bolgeleri. Eslesen bolgeler koyu ve

kirmizi renkle gosterilmistir.

Cizelge 4.13 AIQTTPVTQWGLSR peptit fragmenti ile eslesen proteinler ve protein

eslesme ylizdeleri.

Eslesen Sorgulama  Eslesme Sekans
Eslesen protein Sekans Pgo du s(cyf, ) aminoasit
Bolgesi sayisl1
Y. lipolytica alkalin ekstraselliiler
proteaz ) 158-171 P09230 100 454
Vitis vmlfer.a (Uzum)_Putatlve 1249-1258 F6HPX6 90 1437
uncharacterized protein
Gallibacterium anatis arginine 111-130 FAHDQS 55 993

transporter permease subunit

Cizelge 4.14 KAQTGNYAY VR peptit fragmenti ile eslesen proteinler ve protein eslesme

ylizdeleri.
Eslesen protein lézlke;re]rsl So';ggéima Es(l:/z;ne ar?ﬁlr(lggzit
Bolgesi sayisli
;}()Iiggzlytica alkalin ekstraselliiler 176-186 P09230 100 454
Secke ot oqg WAL g g
Capoviopuga e g WRUED g5 oy

Cizelge 4.15 GVLNFSGGGPK peptit fragmenti ile eslesen proteinler ve protein eslesme

yiizdeleri.
Eslesen Sekans
Eslesen protein Sekans So:ggéima Es(l:/i ;ne aminoasit
Bolgesi sayisl
Y. lipolytica alkalin ekstraselliiler
proteaz 289-299 P09230 100 454
Halorubrum litoreum alpha/beta WP_008366
hydrolase fold protein 101-110 767.1 %0 273
Ajellomyces dermatitidis 54-63 EQL32683.1 80 396

hypothetical protein, variant
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Cizelge 4.16 SASQDALWSR peptit fragmenti ile eslesen proteinler ve protein eslesme

yiizdeleri.
Eslesen Sekans
Eslesen protein Sekans Sorgulama  Eglesme aminoasit
. Kodu (%)

Bolgesi saylisl
;é;{g:zlyuca alkalin ekstraselliiler 300-309 P09230 100 454
Thlo_monas intermedia 155-163 YP_003644 89 183
chorismate lyase 605.1
Streptomyces acidiscabies i WP_010356
hypothetical protein 128-134 513.1 50 211

Cizelge 4.17 AQTGNYAYVR peptit fragmenti ile eslesen proteinler ve protein eslesme

yiizdeleri.
Eslesen Sekans
Eslesen protein Sekans So:gg(ljima Es(lgt/i ;ne aminoasit
Bolgesi sayis1
Y. lipolytica alkalin ekstraselliiler
proteaz 117-186 P09230 100 454
Blu.merla graminis DEAH family 386-393 EPQ64114.1 70 1075
helicase
Streptomyces somaliensis ABC 87-94 WP_010469 70 310
transporter permease 209.1

Cizelge 4.18 GSPNAVAYNGVGI peptit fragmenti ile eslesen proteinler ve protein

eslesme ylizdeleri.

Eslesen Sekans
. Sorgulama  Eslesme . .
Eslesen protein Sekans Kodu (%) aminoasit

Bolgesi saylis1
Y. lipolytica alkalin ekstraselliiler 442-454 P09230 100 454
proteaz
Eusarlum fujikuroi endopeptidase 402-411 embglcil'746 90 414
Aspergillus verswplor 392-401 gbADE7497 90 403
extracellular alkaline protease 5.1

Cizelge 4.19 HPTVSYVVDSGIR peptit fragmenti ile eslesen proteinler ve protein

eslesme ylizdeleri.

Eslesen Sorgulama  Eslesme Sekans
Eslesen protein Sekans g § €8 aminoasit
o Kodu (%)

Bolgesi sayisi
Y. lipolytica alkalin ekstraselliiler 192-204 P09230 100 454
proteaz
Mycobacterlum smegmatis PlI 298-308 YP_886767. 91 824
uridylyl-transferase 1
Streptococcus sp. S1 RNA- i WP_009754
binding protein 391-403 254.1 69 710




168

Cizelge 4.20 SAALSVINQGFTWALNDYISK peptit fragmenti ile eslesen proteinler ve

protein eslesme ylizdeleri.

Eslesen Sorgulama  Eslesme Sekans
Eslesen protein Sekans lgodu S(cyi) aminoasit
Bolgesi sayisl
Y. lipolytica alkalin ekstraselliiler )
proteaz 262-282 P09230 100 454
Collgtotnch_um orbiculare 939-249 ENH80855. 70 416
alkaline serine protease 1
Aureobasidium pullulans 44-60 AF413108_ 70 190
subtilase 1

Cizelge 4.21 AVWGANFADTQNADLLGHGTHVAGTVGGK peptit fragmenti ile

eslesen proteinler ve protein eslesme ylizdeleri.

Eslesen Sorgulama  Eslesme Sekans
Eslesen protein Sekans lgodu S(O/i) aminoasit
Bolgesi sayisl
Y. lipolytica alkalin ekstraselliiler
proteaz 214-242 P09230 100 454
A_canthgmoeba healyl subtilisin- 173-201 AF221523_ 79 410
like serine proteinase 1
Trichophyton rubrum subtilase 183-208 XPg_gg?ﬁ% 77 412

4.3 Tamis1 Kesinlestirilen Y. lipolytica Strainlerinin Ekstraselliiler
Riboniikleaz (RNaz) Enzimi Aktivite Taranmasi, Uretimi,

Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu

Ug farkli molekiiler biyolojik yontemle Yarrowia lipolytica olarak tanilanan
22 maya straini, ekstraselliiler riboniikleaz (RNaz) enzimininin aktivite taranmasi,

iretimi, saflastirilmasi ve karakterizasyonu denemelerine alinmistir.

4.3.1 RNaz enzim aktivite taranmasi

Bolim 3.2.12° de belirtildigi gibi, toplam 22 Y. lipolytica maya straininin
ekstraselliler RNaz enzimini iretip {retmedigi RNA agar besiyerinde
inkiibasyonu sonucunda Toluidine Blue O soliisyonu spreylenmesinden sonra
meydana gelen koyu lacivert zemine karsi olusan pembe acilma zonlarindan
saptanmistir. Denemeye alinan 22 Y. lipolytica straininin hepsinin RNA agar
besiyerinde aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Y. lipolytica TEM YL 21
straininin RNaz tireticisi diger strainler igerisinde semikantitatif olarak en fazla

miktarda RNaz enzimini salgiladig1 saptanmig ve RNaz enzimi ile ilgili bundan
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sonraki ¢alismalarda kullanilmistir. Y. lipolytica strainleri tarafindan RNA agar
besiyerinde olusturulan agilma zonlar1 Cizelge 4.22° de ve Y. lipolytica TEM YL
20 ve TEM YL 21 strainlerinin RNA agarda meydana getirdigi agilma zonu Sekil
4.28’ de goriilmektedir.

Cizelge 4.22 Y. lipolytica strainlerinin ekstraselliiler RNaz enziminin tarama sonuglari

[(toplam zon - koloni ¢apindan fark1)].

RNA agardaki acilma zonlar1 (mm)

Strain No 1. Giin 2. Giin
TEM YL 3 9-7=2 16-8=8
TEM YL 5 9-8=1 15-8=7
TEM YL 6 8-6=2 18-9=9
TEM YL9 11-8=3 18-11=7
TEM YL 10 10-8=2 15-8=7
TEM YL 17 10-8=2 20-10=10
TEM YL 18 12-8=4 16-8=38
TEM YL 19 12-8=14 17-8=9
TEM YL 20 11-7=4 18-8=10
TEM YL 21 10-6=4 18-7=11
TEM ORC 2 11-8=3 23-13=10
TEM ORC 3 9-8=1 18-8=10
TEM ORC 4 12-8=14 20-11=9
TEM ORC 9 10-8=2 20-10=10
TEM ORC 10 11-7=4 16-9=7
TEM ORC 11 10-8=2 18-10=38
TEM ORC 12 11-8=3 18-10=38
TEM ORC 13 11-8=3 21-12=9
TEM ORC 17 11-8=3 18-9=9
TEM ORC 20 10-8=2 19-9=10
TEM TAN 10 9-8=1 17-8=9
TEM TAN 46 9-8=1 18-8=10
Y. lipolytica CBS 6124 9-8=1 15-9=6
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Sekil 4.28 RNaz enzim aktivitesi taramasi sonrasi Y. lipolytica TEM YL 20 vee TEM YL 21
strainleri tarafindan RNA agarda 27°C 48 saat inkiibasyonu sonucunda agilma zonunun

gorinimi.

4.3.2 RNaz enziminin iiretimi

Semikantitatif olarak en fazla RNaz enzimi iireten Y. lipolytica straini
secildikten sonra, bu strainin daha 6nceki benzer bir aragtirmamizda (Akpinar et
al., 2011) RNaz enzimini en fazla gliserol proteose pepton sitrat (GPP-sitrat, pH
5,0) besiyerinde iirettigi saptandigindan Y. lipolytica TEM YL 21 straini RNaz
enzim tretimi GPP-sitrat besiyerinde (pH 5,0) yapilmis ve 48. saat inkiibasyonu
sonucunda en fazla miktarda RNaz enzimini {irettigi ve bu saatten sonra enzim
miktarinin azaldigi, Bolim 3.2.13° te anlatilan alkalin proteaz aktivite tayini ile

saptanmustir (Sekil 4. 29).
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Sekil 4.29 Y. lipolytica TEM YL 21 straininden RNaz enziminin zamanla tiretimi.
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En fazla iiretim sartlarinin belirlenmesinden sonra, Y. lipolytica TEM YL 21
straini GPP-sitrat besiyerinde (pH 5,0) 150 rpm’ de ¢alkalamali olarak 27°C’ de
48 saat boyunca Bolim 3.2.14° te anlatildigi sekilde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda, ekstraselliiler RNaz enzimi oldugu diisiiniilen enzim
Soliisyonu, 4°C’ de 8000 rpm 10 dakika santrifiijlenerek siipernatant elde edilmis
ve maya hiicreleri uzaklagtirllmigtir. Santrifiijden sonra, siipernatant 0,45 ve 0,22
um’ lik milipor membranlar ile filtre edilerek maya hiicrelerinden tamamen
uzaklagtirllmis ve 1600 ml ham RNaz enzimi elde edilmistir. Elde edilen
slipernatant steril bir ortam sisesinde toplanmis, siipernatantin toplam protein
miktart Boltim 3.2.3” te anlatildigi sekilde 6l¢iilmiis ve protein konsantrasyonu
3,67 mg/ml olarak bulunmustur. Ayn1 slipernatantin riboniikleaz aktivitesi Bolim

3.2.13’ te belirtildigi sekilde 6l¢iilmiis ve aktivitesi 2,34 U/ml/dak bulunmustur.

4.3.3 RNaz enziminin saflastirilmasi

4.3.3.1 RNaz enzim suipernatantinin konsantre edilmesi

Bolim 3.2.15.1° de anlatilan sekilde iiretimi gergeklestirilen 1600 ml ham
RNaz enzimi, 10 kDa MWCO membran por genisligine sahip bir ultrafiltrasyon
sistemi ile yaklasik olarak 8 kat konsantre edilmis ve hacmi 200 ml’ ye kadar
deristirilmistir. Ultrafiltratin toplam protein miktart Bolim 3.2.3° te anlatildig:
sekilde ol¢iilmiis ve protein konsantrasyonu olarak 11,43 mg/ml bulunmustur.
Ayn1 ultrafiltratin riboniikleaz aktivitesi Bolim 3.2.13” te belirtildigi sekilde

Olclilmiis ve aktivitesi 17,8 U/ml/dak bulunmustur.

4.3.3.2 RNaz ultrafiltratinin iyon degisim kromatografisine uygulanmasi

RNaz enziminin saflastirilmasi, diisiik basingli sivi kromatografi (LPLC)
sistemi kullanilarak sirastyla iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografileri ile
gerceklestirilmistir.  Dedeksiyon, 20°C° de 254 nm UV absorbansta
gerceklestirilmistir.

RNaz enziminin kromatografik yontemlerle saflastirilmasindaki ilk asama,
Diethylaminoethyl cellulose (DEAE-seliiloz) kolonu kullanilarak iyon degisim

kromatografisi ile gergeklestirilmis ve toplam 84 fraksiyon toplanmistir. Protein
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ornekleri, 0’dan 1 M NaCl lineer gradiyenti ile eliie edilmistir. Eliie fraksiyonlar
(I’er ml) toplanmis ve her bir fraksiyondan Ornek alinarak Bolim 3.2.13° te
belirtildigi sekilde riboniikleaz aktivitesi Ol¢iilmiis ve yiiksek aktiviteye sahip
fraksiyonlar (11-48 eliisyon fraksiyonlari) birlestirilmistir. Sonu¢ olarak, RNaz
enzimi DEAE-seliiloz kolonu ile 37,90 verimle 62,58 kat saflastirilmistir. Cizelge
4.23 ve Sekil 4.30° da Y. lipolytica TEM YL 21’ den iiretilen RNaz enziminin

DEAE-seliiloz kolonu ile saflagtirma profili goriilmektedir.

Cizelge 4.23 Y. lipolytica TEM YL 21’ den iiretilen RNaz enziminin DEAE-seliiloz

kolonu ile saflagtirma profili.

To.t "’E' TOpIa.m Spe_SIf_I K Saflastirma Verim
Asama Aktivite Protein Aktivite Katsayisi (%)
) (mg) (U/mg)
Kiiltiir
.. 3744 5872 0,6376 1 100
Siipernatanti
Ultrafiltrasyon 3560 2286 1,5573 2,44 95,08
DEAE-seliiloz
kolonundan
toplanan 1417,38 35,525 39,8981 62,58 37,90
fraksiyonlar
80

—o— Protein - 70

—m— RNaz Aktivite

- 60

40

- 30

Protein (mg/ml)

- 20

- 10

Riboniikleaz Aktivitesi (U/ml/dak)

Fraksiyon No

Sekil 4.30 Y. lipolytica TEM YL 21’ den tiretilen RNaz enziminin DEAE-seliiloz kromatografisi.
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4.3.3.3 RNaz ultrafiltratinin jel filtrasyon kromatografisine uygulanmasi

RNaz enziminin kromatografik yontemlerle saflastirilmasindaki diger

asama, Sephadex G-75 kolonu kullanilarak jel filtrasyon kromatografisi ile

gergeklestirilmis ve toplam 50 fraksiyon toplanmustirr. RNaz ultrafiltrat 6rnegi

Sephadex G—75 kolonuna uygulanmis ve 37 fraksiyon toplanmistir. Her bir

fraksiyondan ornek alinarak Boliim 3.2.13” te belirtildigi sekilde riboniikleaz

aktivitesi Olglilmiis ve yiiksek aktiviteye sahip fraksiyonlar (1-37. fraksiyonlar)

birlestirilmistir. Sonug¢ olarak, RNaz enzimi Sephadex G-75 kolonu ile 66,10
verimle 27,23 kat saflastinnlmistir. Cizelge 4.24 ve Sekil 4.31° de Y. lipolytica

TEM YL 21’ den iiretilen RNaz enziminin Sephadex G-75 kolonu ile saflastirma

profili goriilmektedir.

Cizelge 4.24 Y. lipolytica TEM YL 21’ den iiretilen RNaz enziminin Sephadex G-75

kolonu ile saflagtirma profili.

Total Toplam

Spesifik

Asama Aktivite  Protein Aktivite S;g‘:::;:sa \/(%;(:)m
V) (mg) (U/mg)
Kitltir 3744 5872 0,6376 1 100
Siipernatanti
Ultrafiltrasyon 3560 2286 1,5573 2,44 95,08
Sephadex G-75
kolonundan
toplanan 24745 142,1 17,3649 27,23 66,10
fraksiyonlar
9 200
8 _ - 180 5
=7 —eo— Protein - 160 .‘g
E 6 —m— RNaz Aktivite - 140 E =
£ s - 120 < 8
= % - 100 § =
£4 SE
2, Pt <3
a2 / 8
1 1% 2
0 --|ll.i . :
0 10 20 30 40 50
Fraksiyon No

Sekil 4.31 Y. lipolytica TEM YL 21’ den iiretilen RNaz enziminin Sephadex G-75 kromatografisi.
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4.3.4 RNaz enziminin molekiiler agirhgimin SDS-PAGE ile belirlenmesi

Y. lipolytica TEM YL 21’ den iiretilen ve hem DEAE-seliiloz iyon degisim
kromatografisi hem de Sephadex G-75 jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak
saflastirilan ekstraselliiler riboniikleaz enziminin safligin1 kontrol etmek amaciyla
denatiire kosullar altinda SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapilmistir. Yiriitme
sonrast jel hem Coomassie hem de giimiis boyama ile boyanma yontemi ile
boyanmis ve her iki boyama sonucunda tek bant gozlemlenmistir. RNaz
enziminin molekiiler agirhgmi saptamak i¢in Fermentas Unstained Protein
Molecular weight marker (SM0431 — 14,4, 18,4, 25, 35, 45, 66,2, 116 kDa)
standardi kullanilmis ve RNaz proteininin molekiiler agirligi yaklagik olarak 40,97
kDa olarak saptanmustir. Y. lipolytica TEM YL 21’ den iiretilip saflastirilan RNaz
enziminin Coomassie ve giimiis boyama sonuglari sirasiyla Sekil 4. 32 ve Sekil

4.33’ de goriilmektedir.

M Sup. Uilt. G-75 DEAE

Sekil 4.32 Y. lipolytica TEM YL 21’ den iiretilip saflastirilan ekstraselliiler riboniikleaz enziminin
Coomassie boyama ile boyanmigs SDS-PAGE jeli tizerindeki goriiniimii. M: marker; Sup:
kiiltiir stipernatanti; Ult: Ultrafiltrat; G-75: Sephadex G-75 kolonundan toplanan
fraksiyonlar; DEAE: DEAE-seliiloz kolonundan toplanan fraksiyonlar.

Ult. G-75 DEAE

Sekil 4.33 Y. lipolytica TEM YL 21’ den iiretilip saflastirilan ekstraselliiler riboniikleaz enziminin
glimiis boyama ile boyanmig SDS-PAGE jeli tizerindeki goriiniimii. M: marker; Sup: kiiltiir
siipernatanti; Ult: Ultrafiltrat; G-75: Sephadex G-75 kolonundan toplanan fraksiyonlar;
DEAE: DEAE-seliiloz kolonundan toplanan fraksiyonlar.
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4.3.5 Saflastirnlmus RNaz enziminin karakterizasyonu

4.3.5.1 RNaz enziminin optimum sicakhik ve sicaklik stabilitesinin

belirlenmesi

Saflastirilan RNaz enziminin optimum sicakligini belirlemek i¢in saf RNaz
enzim soliisyonunun, 10-60°C arasinda degisen sicakliklarda Bolim 3.2.13° te
anlatildig1 sekilde aktivitesi saptanmistir. Inkiibasyon sonucunda, inkiibasyona
tabi tutulmadan olgiilen riboniikleaz aktivitesi standart kabul edilerek, RNaz
aktivitesi, kalan aktivite yiizde (%) cinsinden hesaplanmistir. Enzimin optimum
sicakliginin 30°C oldugu, 15°C’ in altinda ve 50°C’ in tizerindeki sicakliklarda

enzim aktivitesinin azaldigi saptanmistir (Sekil 4.34).

110
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Sekil 4.34 Saflagtirilmig RNaz enziminin optimum sicaklik profili.

Saflastirilan RNaz enziminin sicaklik stabilitesini belirlemek i¢in saf RNaz
enzim soliisyonu, 10—60°C arasinda degisen sicakliklarda 1 saat inkiibe edildikten
sonra Boliim 3.2.13° te anlatildign sekilde aktivitesi saptanmugtir. Inkiibasyon
sonucunda, inkiibasyona tabi tutulmadan olgiilen riboniikleaz aktivitesi standart
kabul edilerek RNaz aktivitesi kalan aktivite yiizde (%) cinsinden hesaplanmustir.
Enzimin termal stabilitesinin 30°C oldugu, 50°C’ in iizerindeki sicakliklarda

enzim aktivitesinin azaldig1 saptanmistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35 Saflastirilmis RNaz enziminin sicaklik stabilite profili.

4.3.5.2 RNaz enziminin optimum pH ve pH stabilitesinin belirlenmesi

Saflastirilan RNaz enziminin optimum pH’ smni belirlemek i¢in saf RNaz
enzim soliisyonu, pH 6,0-8,0 arasinda degisen pH’ larda Bolim 3.2.13° te
anlatildig1 sekilde aktivitesi saptanmistir. Inkiibasyon sonucunda, inkiibasyona
tabi tutulmadan Olgiilen riboniikleaz aktivitesi standart kabul edilerek, RNaz
aktivitesi kalan aktivite yiizde (%) cinsinden hesaplanmistir. Enzimin optimum

pH’ sinin 5,0 oldugu, pH 2,5 m altinda ve pH 7,5’ in iizerindeki pH’ larda enzim

aktivitesinin azaldig1 saptanmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36 Saflastirilmis RNaz enziminin optimum pH profili.
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Saflastirilan RNaz enziminin pH stabilitesini belirlemek i¢in saf RNaz
enzim sollisyonu, pH 2,0-8,0 arasinda degisen pH’ larda inkiibe edildikten sonra
Boliim 3.2.14’te anlatildig1 sekilde aktivitesi saptanmustir. Inkiibasyon sonucunda,
inkiibasyona tabi tutulmadan Ol¢iilen riboniikleaz aktivitesi standart kabul
edilerek, RNaz aktivitesi kalan aktivite ylizde (%) cinsinden hesaplanmuistir.
Enzimin pH stabilitesinin 5,0 oldugu, pH 3,5’ un altinda ve pH 6,5’ in izerindeki

pH’ larda enzim aktivitesinin azaldig1 saptanmistir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37 Saflastirilmig RNaz enziminin pH stabilite profili.

4.3.5.3 RNaz enzim aktivitesi iizerine metal iyonlarmin etkisinin

belirlenmesi

Metal iyonlannin saf RNaz enzim aktivitesine etkisini incelemek i¢in Mn*2,
Cu*?, Ca*? Ba™, Zn*? Fe™?, Mg, Co*? ve Cd*? gibi 2 degerlikli metal iyonlari ve
NH;, K™, Na™ gibi tek degerlikli iyonlar kullanilarak riboniikleaz aktivitesi
incelenmigstir. Sonuglara gore, riboniikleaz enzim aktivitesinin 30°C’ de Mg+2,
Ca*? Na™, cu*? Mn*?ile arttigi ve NH, ™, K™, Zn*?, Ba'?, Co*™?, Cd*ve Fe* ile

azaldig1 bulunmustur. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.25 te verilmistir.
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Cizelge 4.25 Y. lipolytica TEM YL 21 straininden saflastirilan RNaz enzim aktivitesi

lizerine gesitli metal iyonlarinin etkisi.

Metal Iyonu Kalan Aktivite (%)
RNaz (kontrol) 100
RNaz + 1 mM Na™ 114
RNaz + 10 mM Na™t 106
RNaz + 1 mM NH,™ 08
RNaz + 10 mM NH,™? 91
RNaz + 1 mM Mg*? 122
RNaz + 10 mM Mg* 118
RNaz + 1 mM Zn*? 99
RNaz + 10 mM Zn*? 90
RNaz + 1 mM Ba*? 97
RNaz + 10 mM Ba*? 93
RNaz + 1 mM Ca*? 105
RNaz + 10 mM Ca*? 102
RNaz + 1 mM Co™ 97
RNaz + 10 mM Co™? 94
RNaz + 1 mM Cd* 88
RNaz + 10 mM Cd*? 74
RNaz + 1 mM K™ 92
RNaz + 10 mM K™ 86
RNaz + 1 mM Fe*? 89
RNaz + 10 mM Fe*? 73
RNaz + 1 mM Cu™ 104
RNaz + 10 mM Cu*? 101
RNaz + 1 mM Mn*? 110
RNaz + 10 mM Mn*? 106

4.3.5.4 RNaz enzim aktivitesi uizerine inhibitor maddelerin etkisinin

belirlenmesi

Sitrik asit, EDTA, okzalik asit, siilfanilik asit, sodyum azid ve askorbik asit
gibi inhibitér maddelerin Y. lipolytica TEM YL 21 straininden elde edilen RNaz
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enzim aktivitesi lizerine etkilerini arastirmak i¢in Boliim 3.2.16.4° te anlatilan
sekilde inhibitor maddelerle inkiibasyona birakilmistir. RNaz enzim aktivitesinin
30°C’ de okzalik asit ve sulfanilik asit ile aktivitesinin arttig1 ve sitrik asit, EDTA,
sodyum azid ve askorbik asit ile azaldigi bulunmustur. Elde edilen sonuglar

Cizelge 4.26° da verilmistir.

Cizelge 4.26 Y. lipolytica TEM YL 21 straininden saflastirilan RNaz enzim aktivitesi

tizerine ¢esitli inhibitorlerinin etkisi.

Inhibitor Madde Kalan Aktivite (%0)
RNaz (kontrol) 100
RNaz + 5 mM sitrik asit 91
RNaz + 5 mM EDTA 79
RNaz + 5 mM sodyum azid 68
RNaz + 5 mM askorbik asit 87
RNaz + 5 mM okzalik asit 113
RNaz + 5 mM sulfanilik asit 115

4.3.5.5 RNaz enziminin polihomorioniikleotitlere ve RNA moliikiiliine

Kkarsi olan 6zgiinliigiiniin belirlenmesi

Saflagtirllan RNaz enziminin hangi rioniikleotidin etkili par¢aladigini yani
substrat spesifitesini belirlemek amaci ile RNaz enzimi, poly(A), poly(C), poly(G)
ve poly(U) polihomoriboniikleotitleri ve RNA molekiilleri ile Boliim 3.2.16.5” te
anlatildigr sekilde 30°C” de, 30 ve 60 dakika inkiibe edilmistir. RNaz enziminin
30°C’de poly (A) homoriboniikleotidine karsi en fazla aktivite gosterdigi tespit
edilmigtir. Y. lipolytica TEM YL 21 straininden saflastirilan RNaz enziminin
asidik karakteri ile birlikte poly(A) riboniikleotidini en fazla hidrolizleme
kapasitesinde olmasindan dolay:1 riboniikleazlarinin T2 ailesine mensup oldugu

saptanmigtir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.27° de verilmistir.
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Cizelge 4.27 Y. lipolytica TEM YL 21° den saflastirilan RNaz’in farkli

polihomoriboniikleotitlere ve RNA substratlarina kars1 6zgiinlig.

Substratlar Spesifik ?(I)(S\a/l:(te (U/mg)  Spesifik ,gé(tci\;:;[e (U/mg)
Poly (A) 87 94
Poly (C) 56 62
Poly (G) 44 45
Poly (U) 43 45
RNA 41 44

4.3.6 RNaz enziminin LC-MS/MS analizi

DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi ile saflastirilan RNaz enzimini
tanilamak i¢cin SDS-PAGE jelde yiitiitiilmiis ve Bolim 3.2.18° de anlatildigi
sekilde kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile analizi gergelestirilmistir. Elde
edilen peptid fragmentlerinden molekiil kiitlesi 40,97 kDa olan band Yarrowia
(RNaz)
tanilanmigtir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.38 ve Cizelge 4.28 — 4.34° de

lipolytica ekstraselliller T2-benzeri riboniikleaz enzimi olarak

verilmistir.
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Sekil 4.38 Y. lipolytica TEM YL 21 straininden saflastirilan RNaz enziminin fragmentleri ile
protein veritabanindaki Y. lipolytica T2-benzeri riboniikleaz (RNaz) enziminin eslesen

bolgeleri. Eslesen bolgeler koyu ve kirmizi renkle gosterilmistir.

Cizelge 4.28 IWIPNR peptit fragmenti ile eslesen proteinler ve protein eslesme yiizdeleri.

Eslesen Sorgulama  Eslesme Sekans
Eslesen protein Sekans g § e aminoasit
o Kodu (%)
Bolgesi sayisl
Y. lipolytica T-2 benzeri riboniikleaz 135-140 XP—522205' 100 406
Natrialba asiatica beta-lactamase  186-191 nggg illo 100 306
Thiothrix nivea FAD-dependent pyridine 46-51 WP_002710 100 376

nucleotide-disulfide oxidoreductase

542.1
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Cizelge 4.29 FLEAAGITPDSSK peptit fragmenti ile eslesen proteinler ve protein

eslesme ylizdeleri.

Eslesen Sorqulama Sekans

Eslesen protein Sekans g aminoasit
R Kodu

Bolgesi saylisl
Y. lipolytica T-2 benzeri riboniikleaz 195-207 XP_5$2205' 406
Aspergillus terreus ribonuclease i XP_001214
T2 precursor 177-188 320.1 254
Irpex Iac'ge_us R_Nas_e Irpl=base 158-166 AAB35880. 250
non-specific acid ribonuclease 1

Cizelge 4.30 TDFLNALNSNFDGK peptit fragmenti ile eslesen proteinler ve protein

eslesme ylizdeleri.
Eslesen Soraulama Sekans
Eslesen protein Sekans g aminoasit
R Kodu

Bolgesi sayis1
Y. lipolytica T-2 benzeri riboniikleaz 212-225 XP—5$2205' 406
Cryptosporldlum parvum 135-143 XP_625336. 2757
hypothetical protein 1
Mlcrgscnla marina lipoprotein, 332-345 WP_002693 412
putative 888.1

Cizelge 4.31 GSTDSFWTHEWNK peptit fragmenti ile eslesen proteinler ve protein

eslesme ylizdeleri.
Eslesen Sorgulama Sekans
Eslesen protein Sekans g aminoasit
R Kodu

Bolgesi sayis1
Y. lipolytica T-2 benzeri riboniikleaz 141-153 XP—522205' 406
[_)lonaea muscipula S-like 103-116 BAH22709. 295
ribonuclease 1
Drosera adelae ribonuclease 106-119 BAE16663.1 227

Cizelge 4.32 DAVAAFTSPPLSSADHK peptit fragmenti ile eslesen proteinler ve protein

eslesme ylizdeleri.
Eslesen Sorqulama Sekans
Eslesen protein Sekans }g aminoasit
R odu
Bolgesi sayis1
Y. lipolytica T-2 benzeri riboniikleaz 26-42 XP_522205_ 406
Solan_um lycopersicum F-box 141-153 XP_004247 320
protein 545.1
Corallococcus coralloides 14-28 YP_005369 294

endonuclease/exonuclease

367.1
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Cizelge 4.33 SGYISEVWYYFHLK peptit fragmenti ile eslesen proteinler ve protein

eslesme ylizdeleri.

Eslesen Sorgulama  Eslesme Sekans
Eslesen protein Sekans g $ €% aminoasit
R Kodu (%)

Bolgesi sayisl1
Y. lipolytica T-2 benzeri riboniikleaz 233-246 XP_BQZZOS' 100 406
B_otryotlnla fuckellana_putatlve 272-284 EMR90781. 77 34
ribonuclease T-2 protein 1
l\_/Iarssomna brunnea_ _ 351-363 EKD20156. 69 406
ribonuclease T2 family protein 1

Cizelge 4.34 DGSGGTPPPTDPSDPPTGGSK peptit fragmenti ile eslesen proteinler ve

protein eslesme yiizdeleri.

Eslesen Sorgulama  Eslesme Sekans
Eslesen protein Sekans g § €8 aminoasit
. Kodu (%)
Bolgesi sayisl1
Y. lipolytica T-2 benzeri riboniikleaz 275-295 XP—5(1)2205' 100 406
Vibrio vulnificus Spindolin 226-240 WPZ§5171791 87 401
Aeromonas sp chitinase 428-441 WP_019445 86 487

124.1




183

5. TARTISMA

Mayalar ¢esitli gida ve igeceklerin liretiminde gerekli mikroorganizmalardir
(Senses-Ergul et al. 2006). Cok genis metabolik potansiyellerinden dolayz,
mayalar, birgok gida cesidinin fermentasyonunda ve olgunlagmasinda Onemli
roller istlenmekte ve gidalarin  duyusal gelisimine olumlu katkida
bulunmaktadirlar (Fleet, 1990; Jakobsen and Narvhus, 1996; van den Tempel and
Jakobsen, 1998; Westall and Filtenborg, 1998; Cosentino et al., 2001; Fadda et al.,
2004). Bununla birlikte, mayalar fermentasyon prosesi veya fermentasyon
sonrasinda bozunmalara da neden olabilirler. Son yillarda gida endiistrisinde
mayalarin neden oldugu bozunmalar ciddi bir problem olusturmaktadir. Biiyiik
hacimlerde iiretim yapildiginda eger ham madde 6nemli bir ekonomik degere
sahipse, bozunma gida endiistrisinde ciddi ekonomik kayiplara sebep olmaktadir.
Bozunmay1 engellemek igin ¢esitli stratejilerin - dizayn edilmesi igin,
kontaminasyon kaynagini bilmek ve iriinde bozulmaya neden olan mayalar
arasindaki iliskiyi saptamak olduk¢a Onemlidir (Baleiras-Couto et al., 1994;
Loureiro, 2000; Akpinar, 2008; Akpinar et al., 2011).

Mayalar, sicaklik, su aktivitesi, pH, O, besin maddeleri ve inhibitorlerin
varhigi gibi birgok ¢evresel faktorlerden etkilenen ve biiyiik ¢ogunlugu (%98)
mezofil olarak dikkate alinan tek hiicreli funguslardir (Yalgin, 2007). 50 yili agkin
siiredir mayalar, morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik ve ilireme karakteristikleri
gdz Online almarak smiflandirilmaktadir. Bu o6zelliklerine bagli  olarak
mikroskobik, Kkiiltiirel ve biyokimyasal testler gelistirilmistir (Loureiro and
Querol, 1999; Hierro et al., 2004; Yal¢in, 2007; Akpinar, 2008). Bu testler
arasinda; hiicre boyutu ve sekli, hif ya da pseudohif olusturup olusturulmamasi,
eseysiz ¢ogalma tipi, DBB testi, sporlarin yapisi, yilizey ozellikleri, sayis1 ve sekli,
besiyerindeki koloni morfolojisi, karbon kaynaklarinin fermentasyonu, karbon ve
azot kaynaklari iizerinde biiyliyebilme, vitamin gereksinimi, cesitli sicakliklar ile
yiiksek seker ve tuz konsantrasyonlarinda biiyliyebilme, iire hidrolizi ve
antibiyotiklere direnglilik gibi testler bulunmaktadir (Loureiro and Querol, 1999;
Barnett et al., 1983, 2000; Cosentino et al., 2001; Kurtzman and Robnett, 2003;
Vaughan-Martini, 2003; Yal¢in, 2007; Akpinar, 2008). Bir maya izolatini

konvansiyonel yontemlerle tanilamak icin yukarida bahsedilen 100°den fazla
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testin gerceklestirilmesi gerekmekte ve tanilama sonucuna en iyi ihtimalle bir
ayda ulasilabilmektedir. Ayrica, bir mikroorganizmanin kesin tanisinda,
konvansiyonel tanilamanin tek bagina yeterli olmadigini gosteren birgok calisma
bulunmaktadir (Deak and Beuchat, 1996; Prillinger et al., 1999; Arias et al., 2002;
Hierro et al.,, 2004; Lopandic et al., 2006). Pek cok endiistriyel proseste,
kullanilacak olan ya da kontaminasyona sebep olan mayalarin hizli ve dogru
tanilanmasi arzu edilmektedir. Bu sebeple giinlimiizde, mikroorganizmalarin
tanisinda hizli ve giivenilir yontemlere olan ihtiyag giderek artmaktadir.
Molekiiler biyolojideki son gelismeler, mayalarin tanilanmasi ve tiplendirilmesi
icin yeni tekniklerin gelismesine olanak saglamistir. Fenotipik 0Ozelliklerle
kiyaslandiginda, niikleik asit sekansinda goézlenen genotip, biiylime esnasinda
cevresel etkilerle degismediginden dolayr daha stabildir. Bununla birlikte, DNA
molekiilleri ¢ok yakin tlirler ve hatta ayni tiire ait strainler arasinda sekans
rekombinasyonlariyla ve mutasyonlariyla  farklilagabilmektedir.  Ayrica,
evoliisyonel siire¢ esnasinda, genetik materyaldeki degisiklikler farkli bir
taksonomik seviyedeki organizmanin ayirimini ve bu organizmalarin filogenetik
iligkilerini kavramamizi saglamaktadir (Deak, 2007; Yalgin, 2007; Akpinar,
2008). Son yillarda, molekiiler teknikler, gergeklestirilen arastirmalarin 6nemli bir
kismini olusturmaktadir. Ayrica, mikrobiyolojinin biitiin alanlarinda ve 6zellikle
de gida mikrobiyolojisinde ¢ok Onemli yararlar saglamaktadir. Bu nedenle
organizmalarin karakterizasyonu, tanist ve smiflandirilmasinda molekiiler
tekniklerin kullanimi gittikge yayginlagsmaktadir (Deak, 2007; Yal¢in, 2007;
Akpnar, 2008; Kurtzman et al., 2011). Ancak, konvansiyonel tani yontemlerinde
oldugu gibi, bir mikroorganizmanin kesin tanisinda tek bir molekiiler teknik
kullanimimin  yanlis sonuglara sebep olabilecegine dair c¢alismalar da
bulunmaktadir. Ornegin, Arias ve arkadaslar1 (2002) tarafindan gerceklestirilen
bir calismada, portakal suyu ile ilgili mayalarin tanisinda bes farkli identifikasyon
yonteminin etkinligi incelenmistir. Aragtirmacilar, 7 maya tip tiirii ile birlikte
toplamda 99 maya strainini, 26S rRNA geninin kismi sekansi, ITS1-58SrDNA-
ITS2 bolgesinin sekansi ve restriksiyon analizi, klasik yontem, RapID maya
identifikasyon sistemi ve API 20C identifikasyon kiti ile tanilamiglardir.
Gergeklestirilen caligmalar sonucunda, 26S rRNA sekansi ile toplam 99 maya
straininden 94’1, ITS profilleri ile ise sadece 69 maya straini tiir seviyesinde

dogru bir sekilde tanimlanabilmistir. Ayrica, 26S rRNA sekansindan sonra en
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yiiksek dogrulugun klasik yontem ile elde edildigi rapor edilmistir. Aragtirmacilar,
dogru identifikasyon agisindan en iyi sonucun 26S rRNA geni kismi sekansi ile
elde edildigini ancak, mevcut veri tabanina yeni profillerin ilavesi ile birlikte
ITS1-5,8SrDNA-ITS2 bolge sekanst kullaniminin da, maya izolatlarinin hizli ve
dogru identifikasyonu icin en iyi ara¢ olabilecegini belirtmislerdir (Arias et al.,
2002).

Yukarida bahsedilen sebeplerden dolayi, sadece konvansiyonel
karakteristiklere ya da molekiiler biyolojik tekniklere dayanan maya
identifikasyonu yanlis sonuglara yonlendirdiginden, son yillarda mayalarin dogru
tanilanmasinda polifazik yaklagim kullanilmaktadir. Polifazik yaklasim, mayalarin
mikromorfolojik  Ozellikleri, esem uyumunun saptanmasi ve fizyolojik
karakteristikleri gibi konvansiyonel tekniklerle birlikte PCR-parmakizi, rDNA
sekans analizi, % G+C oraninin saptanmasi ve DNA-DNA homoloji ¢aligmalar1
gibi molekiiler biyolojik tekniklerin birlikte kullanilarak maya identifikasyonunun
en dogru bir sekilde tanimlanmistir (Sampaio et al., 2001). Polifazik yaklasim
maya tanilamasina girdigi glinden beri oOzellikle de cevreden izole edilen
mayalarin tanilanmasinda siklikla kullanilmistir (Sampaio et al., 2001; Arias et al.,
2002; Villa-Carvajal et al., 2004).

Yukarida belirtilen sebeplerle bu arastirmada, daha onceki g¢aligmalarda
(Oztiirk, 2000; Yal¢in, 2007;Akpmar, 2008; Giingér, 2009) farkli kaynaklardan
izole edilmis, konvansiyonel yontemlerle ve ITS1-5,85 rDNA-ITS2 bolgesinin
sekans analizi ile tanilanmis (Y. lipolytica TEM TAN 10 ve TEM TAN 46
strainleri ITS-PCR ile boyut yoniinden tanilanmig, bu bolgenin sekans analizi
saptanmamugtir) olan 22 adet Y. lipolytica straini tek bir molekiiler biyolojik
yontemle tanilanamayacagindan rDNA genlerine dayanan {i¢ farkli molekiiler
biyolojik teknik uygulanmistir. Molekiiler biyolojik tanilamanin ilk asamasinda,
maya strainlerinden elde edilen DNA’ larin 1TS1-5,8S rDNA-ITS2 bolgesi PCR
ile yeniden g¢ogaltilmis ve elde edilen PCR iiriinleri daha dnceki galigmalardan
farkli olarak ti¢ farkli restriksiyon enzimi (Haelll, Hinfl ve Rsal) ile kesilerek
RFLP analizleri gergeklestirilmistir. Haelll ve Hinfl restriksiyon enzimleri igin
elde edilen RFLP profilleri, daha dnceden gercgeklestirilmis g¢esitli ¢alismalardan
(Esteve-Zarzoso et al., 1999; Deak et al., 2000; Villa-Carvajal et al., 2004,
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Andrade et al., 2006; Gardini et al., 2006; Senses-Ergul et al., 2006; Alvarez-
Martin et al., 2007; Polomska et al., 2007; Akpmar et al., 2013; Yalcin et al.,
2013) elde edilen sonuglar ile karsilastirilmis ve literatiir ile benzer sonuglarin
elde edildigi gozlenmistir. 1TS1-5,8S rDNA-ITS2 bdlgesinin RFLP analizinin
gerceklestirildigi ¢aligmalardan birinde Deak ve arkadaslar1 (2000), ITS1 ve ITS4
primerleri kullanilarak 1TS1-5,8S rDNA-ITS2 bolgelerinin PCR-RFLP analizi ile
ticari tavuk ve hindi iiriinlerinden izole edilen maya tiirlerinin tanilanmasini
amaglamiglardir. Arastirmacilar, Y. lipolytica olarak tanilanan strainler igin Haelll
ve Hinfl restriksiyon enzimleri ile kesim sonucunda sirasiyla “360” ve “180+180”
baz ¢iftlik profilleri elde etmislerdir. Bu profillere benzer sekilde calismamizda, Y.
lipolytica straini olarak tanilanan 22 maya straininden ve Y. lipolytica CBS 6124
tip tlirtinden sirasiyla “360” ve “180+180” baz c¢iftlik profiller elde edilmistir.
ITS1-5,8S rDNA-ITS2 bolgesinin bu iki restriksiyon enzimi ile RFLP analizine
ilave olarak Rsal restriksiyon enzimi ile de {iglincii bir kesim profili saptanmuistir.
Rsal restriksiyon enzimi i¢in elde edilen RFLP profilleri, daha Onceden
gerceklestirilmis cesitli ¢calismalardan (Akpinar et al., 2013; Yalcin et al., 2013)
elde edilen sonuglar ile karsilastirllmis ve literatiir ile benzer sonuclarin elde
edildigi gozlenmistir. Yal¢in ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan bir
caligmada, ITS1-5,8S rDNA-ITS2 bolgesinin RFLP analizinde Haelll ve Hinfl
restriksiyon enzimlerine ek olarak Rsal restriksiyon enzimi ile kesim
gerceklestirilmis ve Y. lipolytica strainleri igin “220+140” baz ciftlik profiller elde
etmiglerdir. Bizim c¢aligmamizda da biitiin Y. lipolytica strainleri ve ve Y.
lipolytica CBS 6124 tip tiriniin ITS1-585 rDNA-ITS2 bolgesinin Rsal
restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda “220+140” baz ciftlik profiller elde
edilmistir. Tiim bu sonuclarin 1s181nda, ITS1-5,8S rDNA-ITS2 bolgesinin li¢ farkli
restriksiyon enzimiyle kesim profilleri literatiirdeki bilgilerle benzer sonuglar
vermistir. Bununla birlikte, Andrade ve arkadaslar1 (2006), ITS1-5,8S rDNA-ITS2
bolgesinin RFLP analizi ile birgok maya tiirliniin, diger tiirlerden ayriminda segici
olmadigi ancak S. cerevisiae, R. mucilaginosa ve Y. lipolytica genus ve tiirlerinin
diger genus ve tiirlerden ayriminda basarili sonuglar alindigini bildirmislerdir. Y.
lipolytica tiirii, Yarrowia genusunun tek tiriidiir. Ancak son yillarda fungal
filogenideki gelismelere bagli olarak, bir¢ok anaormof Candida tirii Yarrowia
genusuna eklenmeye baslamistir (Kurtzman et al., 2011; Groenewald et al., 2013).
Ancak, ITS1-5,8S rDNA-ITS2 bolgesinin RFLP analizi, Y. lipolytica strainlerinin



187

diger genus ve tiirlerden ayrimini saglamasina ragmen biitlin mayalar i¢in
tanilamada yliksek ¢oziiniirliik saglamadigi bir¢cok kaynakta (Deak et al., 2000;
Andrade et al., 2006) belirtilmistir. Bu nedenle polifazik tanilama ile strainlerin
identifikasyonlarin1 kesinlestirmek igin bu ¢alismada strainlerin 18S rDNA
bolgesinin RFLP analizi ve 26S rDNA bolgesinin D1/D2 domaini sekans

analizleri de gergeklestirilmistir.

Bu c¢alismada, Y. lipolytica strainlerinin  molekiiler  biyolojik
karakterizasyonunun ikinci asamasinda ise 18S rRNA bolgelerinin PCR
amplifikasyonu gerceklestirilmis ve elde edilen PCR iriinleri, ii¢ farkli
restriksiyon enzimi (Haelll, Rsal ve Taql) ile kesilmistir. Haelll, Rsal ve Taql
restriksiyon enzimleri igin elde edilen RFLP profilleri, daha onceden
gerceklestirilmis cesitli calismalardan (Capece et al., 2003; Andrade et al., 2006;
Akpinar et al., 2013; Yalgin et al., 2013) elde edilen sonuglar ile karsilagtirilmis
ve literatiir ile benzer sonuglarin elde edildigi gozlenmistir. Andrade ve
arkadaslar1 (2006), P108 ve M3976 primerleri kullanilarak 18S rDNA bdolgesinin
PCR-RFLP analizi ile et tiriinlerinden izole edilen maya tiirlerinin tanilanmasini
amaglamiglar ve sonug olarak, Y. lipolytica olarak tanilanan strainler igin Haelll,
Rsal ve Hinfl restriksiyon enzimleri ile kesim sonucunda sirasiyla
“548+321+313+270+177”, "574+467+449+139” ve “1022+267+206 baz ciftlik
profilleri elde etmislerdir. Bu ¢alismada, bu profillere benzer sekilde, Y. lipolytica
straini olarak tanilanan 22 maya straininden ayn1 RFLP profilleri elde edilmistir.
Andrade ve arkadaslar1 (2006) ile Capece ve arkadaslar1 (2003) tarafindan yapilan
caligmalarda, 18S rDNA boélgesinin RFLP analizinin genel olarak mayalarin
siniflandirilmasinda ¢ok ayirt edici olmadig: fakat Y. lipolytica mayasinin diger
genus ve tiirlerden ayriminda olumlu sonuglar verdigi bu arastirmacilar tarafindan

rapor edilmistir.

Molekiiler karakterizasyonun son asamasinda ¢alismamizda, 26S rDNA
bolgesinin D1/D2 domaini PCR amplifikasyonu gerceklestirilmis ve elde edilen
PCR iirilinleri, sekans analizine tabi tutulmustur. Sekans analizinde yine ayni
primer ¢ifti kullanilmis ve analiz, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii (IYTE)
Biyoteknoloji ve Biyomiihendislik Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde

(BIYOMER) gerceklestirilmistir. Sekans analizi sonucunda elde edilen ham
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veriler once temizlenmis, daha sonra da NCBI GenBank veri tabaninda bulunan
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) programi kullanilarak veri
tabaninda bulunan organizmalar ile eslestirilmistir. Eslesme sonucunda, Y.
lipolytica olarak tanilanmig TEM YL 3, TEM YL 5, TEM YL 9, TEM YL19,
TEM YL 21 ve TEM ORC 3 numarali maya strainleri, NCBI veri tabaninda
bulunan Y. lipolytica strainleri ile % 99, geri kalan maya strainleri ise % 100
oraninda eslesme gostermislerdir. Eslesme sonrasinda maya strainlerinden elde
edilen 26S rDNA bolgesisinin D1/D2 domain dizileri, veri tabanina kaydettirilmis
ve erisim numaralart (accession number JN112343-JN112364) alinmuistir.
Ribozomun biiyiik alt biriminin D1/D2 domain sekansi ile ilgili yapilan
caligmalarda, biitiin askomisetik funguslarda birkag istisna haricinde ayni tiiriin
strainlerinde sadece % 0-1 arasinda niikleotit farkliligi bulundugu belirtilmistir
(Kurtzman et al., 1998; 2011). Dolayistyla, 26S rDNA bdélgesinin D1/D2 domain
sekansi, ayni tiiriin strainleri arasinda % 99—100 arasinda olmalidir. Birgok
arastirmada, restriksiyon fragment uzunluk poliformizmi (RFLP), rastgele
amplifiye polimorfik DNA (RAPD) ve sekans analizini iceren molekiiler
karsilagtirmalara olan ilgi giderek artmakta ve sekans analizi yonteminin, diger
yontemlere nazaran daha gii¢li bir yontem oldugu arastirmacilar tarafindan
belirtilmistir (Kurtzman and Robnett, 1998; Fell et al., 2000; Deak et al., 2000;
Lopandic et al., 2006; Knutsen et al., 2007). Ornegin, Kurtzman ve Robnett
(1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Candida ve diger anamorf genus
iiyelerininde oldugu yaklasik 500 askomisetik mayanin 26S rDNA bdlgesinin
D1/D2 domainindeki degisiklikler incelenmistir. Arastirma sonucunda
aragtiricilar, tDNA’ m biyiik alt biriminin D1/D2 domainindeki niikleotit
farkinin, neredeyse tanilanmis biitiin askomisetik mayalarda tek bagina tanilamaya
olanak saglayabilecegini gostermislerdir. Fell ve arkadaslari (2000) tarafindan
yapilan benzer bir calismada, basidiomisetik mayalarin 26S rDNA bdlgesinin
D1/D2 domainindeki degisiklikler incelenmistir. Bu aragtirma sonucunda,
Kurtzman ve arkadaslar1 (1998) tarafindan yapilan ¢alisma sonuglarina benzer
oldugu ve neredeyse biitiin basidiomisetik mayalarin identifikasyonunun dogru bir
sekilde yapilabildigi gosterilmistir. Sonug olarak, 26S rDNA bélgesinin D1/D2
domaininin sekansi, maya taksonomisi i¢in ana arag¢ olarak yaygin bir sekilde
kabul gérmektedir ve giliniimiizde tanimlanan biitiin maya tiirleri icin mevcut veri

tabanlart bulunmaktadir. Son 15 yilda gergeklestirilen yogun calismalar
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sonucunda, D1/D2 domaininin, mayalarin hem tiirler aras1 hem de tiir i¢i ayrimin
saglayacak yeterlilikte farkliliklara sahip oldugu goriilmektedir (Kurtzman and
Robnett, 1998; Fell et al., 2000). Ayrica, gilinlimiizde, mevcut veri tabanlarinda
700’den fazla askomisetik ve basidiyomisetik mayanin DI1/D2 sekansi
bulunmaktadir ve bu say1, yeni tiirlerin ilavesi ile stirekli bir sekilde artmaktadir.
Daha onceki ¢alismalarda konvansiyonel ve ITS-PCR sekanslama ile tanilanan Y.
lipolytica olarak tanilanan maya strainlerinin, bu ¢alisma sonucunda 22 maya

straininin Y. lipolytica oldugu kesinlestirilmistir.

Y. lipolytica, Dipodascacea familyasinda yer alan (Kurtzman and Fell,
1998) ve onceleri Candida, Endomycopsis, Saccharomycopsis lipolytica olarak
bilinen bir askomisetik maya tiiriidiir (Barth and Gaillardin, 1996). Y. lipolytica
strainleri biyoteknolojik oneme sahiptir. (Knutsen et al., 2007). Y. lipolytica
strainleri siklikla proteinik ya da alkan veya lipid gibi hidrofobik substratlardan
izole edilmektektedir. Ayrica, Bu maya genel olarak peynir ve siit gibi siit
tirtinlerinden veya sucuklardan bir kontaminant olarak izole edilmektedir (Barth
and Gaillardin, 1996; Fickers et al., 2005). Y. lipolytica alkalin ve asit proteaz,
lipaz, riboniikleaz ve fosfotazlari salgilama Kapasitesine sahip olan dolayisiyla
endistriyel kullanim agisindan 6nemli bir maya tiiriidiir (Ogrydziak, 2003). Bu
enzimlerin bazilari biiyiik miktarlarda salgilanmakta ve bu durum Y. lipolytica’ y1

rekombinant protein iiretimi igin iyi bir konuk¢u haline getirmektedir.

Yukarida belirtilen nedenlerle, Y. lipolytica olarak tanilanan 22 strain, skim
milk besiyerinde alkalin proteaz enzimi yoniinden taranmis ve sadece alti Y.
lipolytica straininin (TEM YL 3, TEM YL 5, TEM YL 6, TEM YL 9, TEM YL
10 ve TEM ORC 3) AEP enzim aktivitesi gosterdigi saptanmistir. Bu altt maya
straini arasindan semikantitatif agindan en fazla AEP iireten Y. lipolytica TEM YL
5 straini ile AEP enziminin {iiretim, saflastirma ve karakterizasyon g¢alismalarina
devam edilmistir. Farkli Y. lipolytica strainlerinde alkalin ekstraselliiler proteaz
enziminin idretimi 1970’ 1i yillarda baglamistir (Mitsugi et al., 1971; Tobe et al.,
1976; Ogrydziak et al., 1977; Ogrydziak and Mortimer, 1977). 1980’ 1i yillarin
baglarinda AEP enziminin saflastirilmasi ile ilgili yayinlar bulunmaktadir (Simms
and Ogrydziak, 1981; Ogrydziak and Scharf, 1982; Bae and Kang, 1987). 1980’ 1i

yillarin sonuna dogru AEP enzimini kodlayan genler arastirilmis (Matoba et al.,
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1988; Davidow et al., 1987) ve 1990’ I1 yillardan itibaren AEP enziminin
heterolog protein iretiminde konuk¢u olarak kullanilabilirligi arastirilmis
(Madzak et al., 2004) ve giinlimiize kadar ¢alismalar bu konu ile devam etmistir.
Ancak Y. lipolytica strainlerinden firetilen AEP enziminin endistriyel
uygulamalart hakkinda bu kaynaklarda bilgi verilmemistir. Daha Onceki
caligmamizda, AEP enzim iiretimi {izerine farkli karbon, azot kaynaklar1 ve pH’ in
etkisi arastirilmis ve AEP enziminin en iyi notral pH” da, gliserol proteose pepton

(GPP) besiyerinde iiretildigi bulunmustur (Akpinar et al., 2011).

Bu c¢alismada, AEP enziminin optimum {iretim kosullar1 &nceki bir
calismada belirlendigi igin skim milk besiyerinde semikantitaf olarak en fazla
AEP enzimi iireten Y. lipolytica TEM YL 5 straini ile biiyiik ¢apta AEP iiretimine
gecilmis ve 100 mM fosfat tamponu ile tamponlanmigs GPP besiyerinde (pH 6,8),
27°C’ de inkiibasyonun 48. saat sonunda en fazla miktarda AEP enzimi iiretildigi
saptanmustir. Inkiibasyondan sonra, hiicre icermeyen kiiltiir ortami elde etmek igin
4°C’ de 8000 rmp’ de 10 dakika santrifiigasyon islemi gergeklestirilmis ve kiiltiir
filtratlar1 sirasiyla 0,45 ve 0,22 pum’lik seliiloz membran filtreler yardimiyla
hiicrelerden tamamen arindirilmistir. Santrifiigasyon ve membran filtrasyon
islemleri sonrasinda Y. lipolytica TEM YL 5 straini i¢in 1665 ml AEP
stipernatanti (1,01 mg/ml protein ve 2,34 U/ml/dak proteaz aktivitesi) elde edilmis

ve ileri saflastirma iglemlerinde kullanilmstir.

Y. lipolytica TEM YL 5 straininden {iiretilen AEP enziminin laboratuar
kosullarinda saflastirilmasinda oncelikle, elde edilen AEP siipernatant1 10 kDa’
luk bir ultrafiltrasyon sistemi kullanilarak % 92,79 verimle 12,8 kat konsantre
edilmistir (3,6 mg/ml protein ve 27,81 U/ml/dak proteaz aktivitesi). Y. lipolytica
TEM YL 5 straininden {iretilen AEP enziminin saflastirilmasinda LPLC sistemi
kullanilarak sirasiyla iyon (anyon) degisim ve jel filtrasyon kromatografi
yontemleri kullanilmistir. AEP ultrafiltrati, DEAE-seliiloz iyon degisim
kromatografisine uygulanmis; % 29,05 verimle ve 16,46 saflastirma katsayisi ile
saflagtirtlmistir. Daha sonra, ultrafiltrat, Sephadex G-75 jel filtrasyon
kromatografisine uygulanmis; % 57,76 verimle ve 4,56 kat saflastirilmistir. Bu
caligmada, iki fakli kromatografi ile saflastirilan AEP enziminin saflastirma

profilleri karsilagtirildiginda, iyon degisim kromatografisinden saflastirilan AEP
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enziminin jel filtrasyon kormatografisinden saflagtirilan AEP enzimine nazaran
daha yiiksek saflastirma katsayisina sahip oldugu ve daha saf protein eldesinin
gergeklestigi bulunmustur. Bununla birlikte, her iki kromatografinin saflagtirma
verimi karsilastirildiginda jel filtrasyon kromatografisinin daha yiiksek oldugu
yani iyon degisim kromatografisine kiyasla daha az protein kaybinin gerceklestigi
saptanmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar irdelenecek olursa, AEP enzimi,
saflik derecesi O6nemli olmayan bir sanayide (deterjan ve deri endiistrisi)
kullanilacaksa jel filtrasyon kromatografisi yontemi ile saflastirillan AEP
enziminin kayb1 az olmasindan dolay1 tercih edilebilir. Aksi taktirde, AEP enzim
safliginin ¢ok 6nemli oldugu medikal ya da gida gibi endiistrilerde kullanilacaksa
iyon degisim kromatografisi yonteminden daha saf protein sagladigindan dolayi

tercih edilebilir.

AEP enziminin molekiil agirligini  belirlemek amaci ile her iki
kromatografiden alinan ornekler SDS-PAGE elektroforez sonrasit Coomassie ve
glimiis boyama yontemleri ile boyanmis, sonugta tek bant gozlenmis ve protein
molekiiliinlin yaklasik 30,50 kDa oldugu tespit edilmistir. Matoba ve arkadaslari
(1988) tarafindan yapilan benzer bir ¢calismada, AEP enziminin molekiiler agirlig
30524 Da oldugunu bulmuslardir ve bizim ¢alismamizdaki en yakin sonug¢ oldugu
saptanmigtir. Ma ve arkadaslar1 (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada, denizsel
Aureobasidium pullulans-10 maya straininden alkalin proteaz enzimi, Sephadex
G-75 jel filtrasyon kromatografisi ve DEAE-Sepharose Fast Flow iyon degisim
kromatografileri ile % 18,8 verimle ve 2,1 saflastirma katsayis1 ile
saflastirilmistir. Bu calisma, Ma ve arkadaglar1 (2007) tarafindan yapilan ¢alisma
ile  karsilastirildiginda, DEAE-Sepharose Fast Flow iyon degisim
kromatografisinden elde edilen fraksiyonlara gore hem daha yiiksek saflagtirma

verimi hem de daha yiiksek saflagtirma katsayisina sahip oldugu bulunmustur.

Saflastirilmis AEP enziminin SDS-PAGE sisteminde zimogram analizi de
yapilmis ve tek bant halinde skim milk’in pargalandigi gozlendiginden AEP
enziminin dimer yapili olmadig1 ve tek bir polipeptidten meydana geldigi tespit
edilmistir. Yapilan literatiir incelemesinde, Y. lipolytica tiirlerinden saflastirilan
AEP enzimi ile ilgili bir zimogram analizine rastlanmadigindan bir karsilastirma

yapilamamigtir. Ancak, Oztiirk ve arkadaslari (2009) tarafindan yapilan bir
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calismada Bacillus licheniformis BAL17 bakteri straininden elde edilen alkalin
serin proteaz enzimi ile yapilan bir ¢alismada, DEAE-selilloz iyon degisim
kromatografisi ile % 58 verimle 5,4 saflastirma katsayisi ile saflastirilmistir.
Saflastirilan alkalin serin proteaz enziminin zimogram analizi yapilmis ve tek bant
halinde skim milk’in parcalandig1 gézlenmistir. Aragtirmacilarin ¢alismalarinda
da zimogram analizi sonucunda alkali proteaz enziminin dimer yapili olmadig1

tespit edilmistir.

Bu c¢alismada, Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP
enziminin aktivite gosterdigi optimum sicaklik 30°C oldugu bulunmustur.
Saflastirilan AEP enzimini 30°C’ in altindaki ve {izerindeki sicakliklarda
aktivitesinin azaldig1 saptanmistir. Mitsugi ve arkadaslar1 (1971) ve Ogrydziak ve
Scharf (1982) tarafindan yapilan ¢aligmalarda farkli Y. lipolytica strainlerinden
saflastirilan enzimlerin optimum sicakligi 40°C bulunmustur. Bu arastirmada,
saflagtiritlan AEP enziminin 6nceki ¢alismalara kiyasla optimum sicakligi daha
diistik bulunmustur. Ancak Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP
enziminin 40°C’ de aktivitesini % 90 oraninda korudugu tespit edilmistir. Ma ve
arkadaglar1 (2007) tarafindan Aureobasidium pullulans mayasindan saflastirilan
alkalin proteaz enziminin optimum sicaklig1 30°C; Oztiirk ve arkadaslar1 (2009)
tarafindan Bacillus licheniformis bakterisinden saflastirilan alkalin serin proteazin
optimum sicakliginin ise 60°C oldugu belirtilmistir. Dolayisiyla bu arastirmadan
saflastirllmis AEP enziminin optimum sicakligi, bakterilerden izole edilmis
alkalin proteaz enzimlerinin optimum sicakligindan daha diisiik, ancak
mayalardan izole edilen enzimlerle benzer 6zellikte oldugu bulunmustur. Keza, Y.
lipolytica TEM YL 5 straininden saflagtirlan AEP enziminin sicaklik
stabilitesinin ise farkli sicakliklarda 1 ve 2 saat inkiibasyon sonucunda en fazla
30°C’ de oldugu bulunmustur. Saflastirilan AEP enziminin 40°C’ in {izerindeki
sicakliklarda termal stabilitesinin ¢ok diisiik oldugu bulunmustur. Daha onceki
calismalarda farkli Y. lipolytica strainlerinden saflastirilan AEP enziminin termal
inaktivasyonuyla ilgili bilgilere rastlanmamistir. Ancak Aureobasidium pullulans
mayasindan saflastirilan alkalin proteaz enziminin termal stabilitesinin 45°C’ de
azaldig1 ve 50°C’ de 30 dakikada tamamen inaktive oldugu bulunmustur (Ma et
al., 2007). Bacillus licheniformis bakterisinden izole edilen alkalin serin proteaz

enziminin termal stabilitesinin 70°C” de 6 dakika korundugu bulunmustur (Oztiirk
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et al., 2009). Bu sonuglar goze Oniine alindiginda ¢aligmamizdan saflastirilan
proteaz enziminin bakterilerden saflastirilan alkalin proteaz enzimlerine kiyasla
termal stabilitesinin daha diisiik sicakliklarda korunurken mayalardan saflagtirilan

enzimlerle benzer sonuglarin oldugu tespit edilmistir.

Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastiritlan AEP enziminin optimum
pH’ s1 10,50 saptanmigtir. Saflagtiritlan AEP enzimi pH 10,50 in altindaki ve
tizerindeki pH’ larda aktivitesinin azaldigi saptanmistir. Mitsugi ve arkadaglar
(1971) tarafindan yapilan ¢alismada Y. lipolytica straininden saflagtirilan AEP
enziminin optimum pH’ s1 9,0 olarak bulunmustur. Ogrydziak ve Scharf (1982)
tarafindan yapilan ¢alismada ise AEP enziminin optimum pH 9,0 — 10,0 arasinda
oldugu saptanmustir. Bu ¢alismada saflagtirilan AEP enziminin, daha 6nceden Y.
lipolytica’ dan saflagtirilan AEP enzimlerine kiyasla optimum pH’ s1 yiiksek
bulunmustur. Ma ve arkadaslart (2007) tarafindan Aureobasidium pullulans
mayasindan saflastirilan alkalin proteaz enziminin optimum pH 9,0 bulunmustur.
Oztiirk ve arkadaslar1 (2009) tarafindan Bacillus licheniformis bakterisinden
saflagtirilan alkalin serin proteaz enziminin optimum pH’ s1 10,0 bulunmustur.
Dolayisiyla bu ¢aligmadan saflastirilmis AEP enziminin optimum pH’ s1, bakteri
ve mayalardan izole edilmis alkalin proteaz enzimlerinin optimum pH
ozelliklerine yakin oldugu ve Y. lipolytica’ dan saflastirilan AEP enzimin alkali
pH’ da aktif oldugundan dolay1 bir alkalin proteaz oldugu bulunmustur. Keza, Y.
lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP enziminin pH stabilitesinin 1
ve 2 saat inkiibasyon sonucunda pH 10,5’ de en yiiksek oldugu bulunmustur.
Saflagtirilan AEP enziminin pH 7,0’ in altinda ve pH 11” in iizerindeki pH’ larda
enzim aktivitesinin azaldig1 saptanmustir. ilgili literatiirler tarandiginda, farkl Y.
lipolytica strainlerinden saflastirilan AEP enziminin pH stabilitesiyle ilgili bilgiler
yok denecek kadar azdir. Ancak Aureobasidium pullulans mayasindan
saflagtirilan alkalin proteaz enziminin pH stabilitesinin pH 8,0 — 11,0 arasinda
oldugu bulunmustur (Ma et al., 2007). Bacillus licheniformis bakterisinden izole
edilen alkalin serin proteaz enziminin pH stabilitesinin pH 8,0 — 10,0 arasinda 1
saatte korundugu bulunmustur (Oztiirk et al., 2009). Bu sonuglar gdze oniine
alindiginda ¢alismamizdan saflastirilan proteaz enziminin hem bakterilerden hem
de mayalardan saflastirilan alkalin proteaz enzimlerine yakin pH stabilitesine

sahip oldugu tespit edilmistir.
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Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP enziminin
aktivitesinden sorumlu amino asitlerinin belirlenmesi amactyla PMSF, EDTA ve
EGTA inhibitér maddeleri kullanilmustir. Saflastirilmis AEP enziminin 10 mM
PMSF varliginda % 96 oraninda; 10 mM EDTA varliginda % 16 oraninda inhibe
edildigi bulunmustur. 10 mM EGTA varliginda ise % 87 oraninda aktivitenin
arttig1 saptanmustir. Saflastirilmis AEP enziminin PMSF ile yiiksek oranda inhibe
edildigi i¢in bir serin proteaz oldugu belirlenmistir. Mitsugi ve arkadaslar1 (1971),
C. lipolytica’ dan saflastiritlan AEP enziminin diizopropilflorofosfat (DFP) ile
inhibe edildiginden bir serin proteaz oldugunu bildirmislerdir. Tobe ve arkadaslari
(1976), Ogrydziak ve Scharf (1982) ise saflagtirdiklar1 AEP enziminin PMSF ile
inaktive oladugu ve EDTA ile ¢ok az oranda inhibe edildigi ve dithiothreitol, N-
maleimid ile inhibe edilmedigi bulunmus ve bu 6zelligi nedeniyle AEP enziminin
bir serin proteaz oldugu ve aktif bolgesinde ise metal iyonlarinin rol aldigini
belirtmislerdir. Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP enziminin

literatiirdeki diger AEP enzimleri ile benzer sonuglar elde edilmistir.

Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP enziminin substrat
spesifitesini belirlemek i¢in 5 mM olacak sekilde hazirlanmis N-Suc-Ala-Ala-Ala-
PNA ve N-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA sentetik substratlart  kullanilmistir.
Saflastirilmis  AEP enziminin N-Suc-Ala-Ala-Ala-pNA sentetik substratini
hidrolizleyemedigi ve iyi bir kemotripsine spesifik substrat olan N-Suc-Ala-Ala-
Pro-Phe-pNA  sentetik  peptidini  hidrolizledigi  saptanmistir.  Kaynaklar
tarandiginda, farkli Y. lipolytica strainlerinden saflastirilan AEP enziminin
sentetik substrat seciciligi ile ilgili bilgilere rastlanmamistir. Bununla birlikte,
bakterilerle ilgili yapilan bazi caligmalarda gesitli sentetik proteaz substratlarina
olan 6zgiinliik arastirilmistir. Oztiirk ve arkadaslart (2009) tarafindan yapilan
calismada, en iyi N-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA sentetik peptidine yiiksek, N-a-
Benzol-Leu-Arg-pNA ve N-Suc-Gly-Gly-Phe-pNA sentetik peptidlerini diisiik
hidrolizlerken, L-Leu-pNA peptidini hidrolizleyemedigini bulunmustur. Bu
arastirmada, saflastirllan AEP enzimi, Bacillus licheniformis bakterisinden
saflagtirllan  alkalin serin proteaz enzimiyle benzer sentetik substrati
hidrolizlemistir. Dolayisiyla Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastiritlan AEP
enziminin serin tip proteazlarin ailesine mensup Kimotripsin benzeri aktiviteye

sahip oldugu belirlenmistir.
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Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP enziminin dogal
protein substratlarina karsi 6zgilinliigiinii belirlemek i¢in % 0,6’ lik kazein, siit
tozu, jelatin, kollajen ve sigir serum albiimin substratlart kullanilmistir.
Saflastirilmis AEP enziminin, en iyi kazeini pargaladigi ve kazeini takiben siit
tozu, jelatin, kollajen ve sigir serum albiiminini hidrolizledigi bulunmustur.
Farkinda olundugu kadariyla, farkli Y. lipolytica strainlerinden saflastirilan AEP
enziminin dogal protein substrat seciciligi ile ilgili bir kaynaga rastlanmamustir.
Ancak, bakterilerle ilgili yapilan bazi1 ¢alismalarda c¢esitli dogal protein
substratlarina  olan 6zgiinliik arastirilmistir.  Oztiirk ve arkadaslar1  (2009)
tarafindan yapilan calismada, alkalin proteaz enziminin en fazla siit tozu ve
kazeinde faaliyet gosterdigi bulunmustur. Dolayisiyla Y. lipolytica TEM YL 5
straininden saflastirilan AEP enzimi, bakterilerden saflastirilan alkalin proteaz

enziminin dogal substratlara olan 6zgiinliigiiniin benzer oldugu bulunmustur.

Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflagtirilan AEP enzim aktivitesi
lizerine etki eden metal iyonlarini saptamak igin Mn+2, Cu+2, Ca+2, Ba+2, Zn+2,
Fe*? ve Mg* gibi 2 degerlikli metal iyonlar1 ve NH,"™, K™, Na™ gibi tek
degerlikli iyonlar kullanilmistir. Saflastiilmis AEP enzim aktivitesinin Mn*?,
Cu™?, NH"?, K™ Na' ile arttigi, Ca*? ile degismedigi ve Ba*?, Zn*? Fe*? ve
Mg+2 ile azaldig1 bulunmustur. Tobe ve arkadaglar1 (1976), saflastirdiklart AEP
enziminin Ca*? iyonu ile stabilize oldugunu saptamuslardir. Ma ve arkadaslari
(2007), Aureobasidium pullulans mayasindan saflagtirilan alkalin proteaz
enziminin Mn*?, Cu*? gibi divalent katyonlar ile aktive oldugu belirtmisler ve Y.
lipolytica TEM YL 5 straininden saflagtirilan AEP enziminin metal iyonlar1 ile

etkilesimi benzer sonuglar gosterdigi saptanmistir.

Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP enzim aktivitesi
lizerine ylizey aktif maddeler ve hidrojen peroksitin etkilerini belirlemek igin
SDS, Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80, Triton X-100 ve H,O,
kullanilmistir. Saflastirilmis AEP enziminin % 1 SDS varliginda aktivitesinin
yarisini kaybettigi; hidrojen peroksit ile yiiksek oranda aktivitesini kaybettigi ve
diger ylizey aktif maddeler ile aktivitesini yiiksek oranda korudugu bulunmustur.
Daha onceki caligmalarda farkli Y. lipolytica strainlerinden saflagtirllan AEP

enzimi aktivitesi iizerine ylizey aktif maddelerin etkisi ile ilgili literatiire
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rastlanmamustir. Ancak, Bacillus licheniformis bakterisinden izole edilen alkalin
serin proteaz enzim aktivitesi tizerine SDS, Tween 20 ve Triton X-100 arastirilmis
ve % 5 SDS varhiginda aktivitesi % 30 azalmis; Triton X-100 ile aktivitesinin
degismedigi; Tween 20 ile % 23,5 oraninda arttign bulmuslardir (Oztiirk et al.,
2009). Oztiirk ve arkadaslar1 SDS, Tween 20 ve Triton X-100 maddelerine karsi
olan etkileri sebebiyle ticari deterjanlara potansiyel bir aday olabilecegini
soylemislerdir. Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP enziminin,
bircok yiizey aktif maddeye karsi kararli olmasina ragmen, % 1 SDS varliginda
aktivitesinin yarisini kaybetmesi dolayisiyla ticari deterjanlarda kullanilmast i¢in
bu haliyle uygun olmadigi ancak daha detayli calismalar ile uygun hale

getirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP enziminin kiitle
spektrometresiyle tanilanmasi Almanya’ da bulunan Proteome Factory AG
sirketinden hizmet alimi alarak gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda, peptitler
Mascot search engine (Matrix Science, Londra, Ingiltere) ve NCBInr protein
veritaban1 (National Centre for Biotechnology Information, Bethesda, A.B.D.)
kullanilarak tanilanmistir. Veritabaninda yapilan aragtirmalar sonucunda, peptitler
Yarrowia lipolytica alkalin ekstraselliiler proteaz (AEP) enzimi ile eslesmistir. Y.
lipolytica AEP enzimi ile AIQTTPVTQWGLSR (158-171), KAQTGNYAYVR
(176-186), GVLNFSGGGPK  (289-299), SASQDALWSR  (300-309),
AQTGNYAYVR (117-186), GSPNAVAYNGVGI (442-454),
HPTVSYVVDSGIR (192-204), SAALSVINQGFTWALNDYISK (262-282),
AVWGANFADTQNADLLGHGTHVAGTVGGK (214-242) peptitleri % 100
oraninda eslesmistir. Dolayisiyla bu ¢alismada saflastirilan AEP enziminin, Y.
lipolytica alkalin  ekstraselliiler proteazi oldugu LC-MS/MS  peptid
identifikasyonu ile tanilanmistir. Bununla birlikte, Davidow ve arkadaslar1 (1987)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, AEP enziminin sinyal peptit, propeptit ve olgun
enzimin tim sekansi saptanmistir. Ayni arastiricilar, AEP enziminin Serin
proteazlarin subtilizin ailesine ait oldugunu belirtmislerdir. En yiiksek benzerlikler
Aspergillus oryzae alkalin proteazi ile % 43, Tritirachium album Proteinaz K’ s1
ile % 38 oraninda homoloji gosterdigi ve Y. lipolytica AEP enzimi ile S.
cerevisiae proteinaz B ve Kex2 proteazlarinin aktif bolgesinde bulunan serinsgy,

histidin,s, ve aspartatyoo amino asitlerinin yer aldigi saptanmigtir (Davidow et al.,
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1987). Dujon ve arkadaslari (2004) tarafindan yapilan bir ¢alisma sonucunda,
veritabaninda kayitli olan 454 amino asitten olusan AEP pro-peptidinin ilk 22
amino asidinin sinyal peptit, 23-157 amino asitlerin ise pro-peptit sekansi ve 158-
454 amino asitlerin ise olgun AEP sekansi oldugunu belirtmisler dolayisiyla % 43
ve % 38 homoloji orani, sinyal peptit ile pro-peptidin ¢ikarilmas: ile daha da

artacaktir.

Bu ¢alismada, Y. lipolytica TEM YL 5 straininden iiretilen, saflastirilan ve
karakterize edilen alkalin ekstraselliiler proteaz enziminin, filamentli funguslarla
kiyaslandiginda daha kisa siirede iiretilmesinden dolayr avantajli oldugu ve
bakterilerle rekabet edebilecek durumda oldugu; enzimin genis bir alkali pH’ da
aktivite gostermesi nedeniyle yine bakterilerden elde edilen ticari alkalin serin
proteazlarla rekabet edebilecegi, endiistriye bagli substrat segciciliginin genis
olmasindan ve kimotripsin tipte serin proteaz olarak aktivite gostermesi ve
mezofilik sicakliklarda aktivite gdstermesinden dolay1 son yillarda popiiler hale
gelen enerji tasarrufu agisindan avantajli oldugu ve bu sebeple SDS orani diistik
deterjanlarda, deri ve gida endistrileri igin potansiyel vaad ettigini
distiniilmektedir. Ayrica, bu g¢alismada gergeklestirilen karakterizasyon
caligmalar1 sonucunda Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP
enzimi, ticari olarak Tritirachium album kiifiinden elde edilen Proteinaz K
enziminin kullanildig: alanlarda kullanilabilecegini gostermistir. Ciinkii Proteinaz
K enziminin karakteristikleri ile Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan
AEP enziminin karakteristikleri birbirine benzemektedir: molekiiler agirlig1 28,9
kDa; optimum pH 9,0 ve pH 7,5-12,0 arasinda aktivite gosteren; optimum
sicakligi 37 °C olup 20-60 °C arasinda aktif olan; Triton X-100 ile muamele
edildiginde aktif iken, % 0,5 SDS varliginda aktivitesinde azalan; PMSF ile
tamamen inhibe olurken, EDTA ile kismen inhibe olmaktadir. Dolayisiyla, bu
ozelligiyle Y. lipolytica TEM YL 5 straininden saflastirilan AEP enziminin ticari

olan Proteinaz K enziminin bir alternatifi olabilecegi diigiiniilmektedir.

Tanis1 yapilmis 22 adet Y. lipolytica strainleri arasindan, RNA agar
besiyerinde ekstraselliiler RNaz enzimi yoniinden taranmis ve biitlin strainlerinin
RNaz enzim aktivitesi gosterdigi saptanmistir. RNaz ireticisi biitiin strainler

arasindan semikantitatif agindan en fazla RNaz iireten Y. lipolytica TEM YL 21
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straini ile RNaz enziminin iiretim, saflastirma ve karakterizasyon c¢alismalarina
devam edilmistir. Cheng ve Ogrydziak (1986) tarafindan yapilan ¢aligmada, RNA
agar besiyeri Y. lipolytica CX161-1B straini tarafindan iiretilen RNaz enziminin
taranmasinda kullanilmis ve Toluidine blue O damlatilasindan sonra maya
kolonilerinin etrafinda pembe zonlarin olustugu ve RNaz enzim aktivitesinin

gozlemlendigini belirtmislerdir.

Y. lipolytica’ dan RNA enzimi ile ilgili kaynaklar literatiirde sinirlidir.
Cheng ve Ogrydziak (1986), YM besiyeriende biiyiitiilen Y. lipolytica CX161-1B
straini hem GPP (pH 6,8) hem de GPP-sitrat (pH 5,0) besiyerlerinde RNaz enzimi
tiretmisler ve GPP besiyerinden ziyade GPP-sitrat besiyerinin daha iyi bir RNaz
enzim lretim besiyeri oldugunu gostermislerdir. Ayn1 zamanda, bu arastiricilar
RNaz enziminin maya biiyiimesinin eksponansiyel sathasinda firetildigini de
saptamislaridr. RNaz enzim iiretimi iizerine farkli karbon, azot kaynaklar1 ve pH’
mn etkisi arastirllmis ve RNaz enzimi en iyi pH 5,0’ da, gliserol proteose pepton-
sitrat (GPP-sitrat) besiyerinde iiretildigini bulunmustur (Akpinar et al., 2011).

Bu c¢alismada, RNaz enziminin optimum {retim kosullar1 &nceki
calismamizda belirlendiginden, RNA agar besiyerinde semikantitaf olarak en fazla
RNaz enzimi ireten Y. lipolytica TEM YL 21 straini ile biiyiik capta RNaz
tretimine ge¢ilmis ve 100 mM sitrat tamponu ile tamponlanmis GPP-sitrat
besiyerinde (pH 5,0), 27°C’ de inkiibasyonun 48. saat sonunda en fazla miktarda
RNaz enzimi iiretildigi saptanmustir. Inkiibasyondan sonra, hiicre igermeyen
kiiltiir ortami elde etmek igin 4°C” de 8000 rmp’ de 10 dakika santrifiigasyon
islemi gergeklestirilmis ve kiiltiir filtratlar1 sirasiyla 0,45 ve 0,22 um’lik seliiloz
membran filtreler yardimiyla hiicrelerden tamamen arindirilmistir. Santrifiigasyon
ve membran filtrasyon iglemleri sonrasinda Y. lipolytica TEM YL 21 straini i¢in
1600 ml RNaz siipernatant1 (3,67 mg/ml protein ve 2,34 U/ml/dak riboniikleaz
aktivitesi) elde edilmistir.

Bu c¢alismada, Y. lipolytica TEM YL 21 straininden f{iretilen RNaz
enziminin laboratuar kosullarinda saflastirilmasinda ilk asamada, elde edilen
RNaz siipernatantt 10 kDa’ luk bir ultrafiltrasyon sistemi kullanilarak % 95,08
verimle 8 kat konsantre edilmistir (11,43 mg/ml protein ve 17,8 U/ml/dak
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riboniileaz aktivitesi). RNaz enziminin saflagtirnlmasinda, LPLC sistemi
kullanilarak sirasiyla iyon (anyon) degisim ve jel filtrasyon kromatografileri
kullanilmustir. Y. lipolytica TEM YL 21 straininden {iretilen RNaz enziminin
saflagtirilmasinda LPLC sistemi kullanilarak sirasiyla iyon (anyon) degisim ve jel
filtrasyon kromatografi yontemleri kullanilmistir. RNaz ultrafiltrati, DEAE-
seliiloz iyon degisim kromatografisine uygulanmis; % 37,90 verimle ve 62,58
saflagtirma katsayisi ile saflastirilmistir. Daha sonra, ultrafiltrat, Sephadex G-75
jel filtrasyon kromatografisine uygulanmis; % 66,10 verimle ve 27,23 Kkat
saflastirilmistir. Bu ¢alismada, iki fakli kromatografi ile saflastirilan RNaz
enziminin  saflastirma  profilleri  karsilagtirildiginda,  iyon  degisim
kromatografisinden saflastirilan RNaz enziminin jel filtrasyon kormatografisinden
saflastirilan RNaz enzimine nazaran daha yiiksek saflagtirma katsayisina sahip
oldugu ve daha saf protein eldesinin gergeklestigi bulunmustur. Riboniikleaz
enzimi daha cok molekiiler biyoloji ve medikal amaclarla kullanildig1 igin
endiistride saflik derecesi yiiksek olmas1 gereken enzimlerdendir. Dolayisiyla iyon
degisim kromatografi yontemi jel filtrasyon kromatografi yontemine kiyasla daha

saf protein sagladigindan dolay1 bu endiistrilerde tercih edilebilir.

RNaz enziminin molekiill agirligim1  belirlemek amaci ile her iki
kromatografiden alinan ornekler SDS-PAGE elektroforez sonrasi Coomassie ve
giimiis boyama ile tek bant gézlenmis ve protein molekiiliiniin yaklasik 40,97 kDa
oldugu tespit edilmistir. Literatiirde Y. lipolytica mayasinda RNaz enziminin
saflagtirilmasina iligkin smirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Cheng ve Ogrydziak
(1986) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Y. lipolytica CX161-1B straininden RNaz
enzimini DEAE-Sephacel iyon degisim, UMP-agaroz afinite kromatografisi ve
Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografileri ile % 22 verimle 136 saflagtirma
katsayis1 ile saflastirmislar ve RNaz enziminin molekiill agirligim 43 kDa
oldugunu saptamiglardir. Caligmamizla kiyaslandiginda, RNaz enziminin
ultrafiltrat1 bir afinite kromatografisi uygulandigindan bu calismada elde edilen
saflastirma kat sayisi ¢ok daha diisiiktiir. Lalioti ve arkadaslart (1997), S.
cerevisiae mayasindan riboniikleaz enzimini DEAE-Sepharose, Heparin-
Sepharose ve CM-Sepharose kromatograileri ile % 15 verimle ve 9,4 saflastirma
katsayist ile saflagtirmiglar ve saflastirilan RNaz enziminin molekiil agirligint 29

kDa oldugunu bulmuslardir. Calismamiz, Lalioti ve arkadaslar1 (1997) tarafindan



200

yapilan calisma ile karsilastirildiginda, bu calismada ekstraselliiller RNaz enzimi
daha yiiksek verim ve saflastirma katsayist ile saflagtirilmistir. Gundampati ve
arkadaglar1 (2011), Aspergillus niger ATCC 26550 kiif straininden saflastirilan
RNaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesini takiben DEAE-seliiloz iyon degisim
kromatografisi ile %71 verim ve 24,2 saflastirma katsayisi ile saflastirmislardir.
Calismamiz, Gundampati ve arkadaslar1 (2011) tarafindan yapilan ¢alisma ile
karsilagtirildiginda, RNaz enzimi daha yiiksek saflastirma katsayis1 ile

saflastirilirken daha diisiik verime sahip oldugu bulunmustur.

Y. lipolytica TEM YL 21 straininden saflastirilan RNaz enziminin aktivite
gosterdigi optimum sicaklik 30°C oldugu bulunmustur. Saflagtirilan AEP enzimi
30°C’ in altindaki ve tizerindeki sicakliklarda enzim aktivitesinin azaldigi
saptanmistir. Cheng ve Ogrydziak (1986) tarafindan yapilan calismalarda Y.
lipolytica CX161-1B straininden saflastirilan RNaz enziminin optimum sicakligi
30°C bulunmus ve bizim c¢aligmamizdaki sonuglarla benzerlik gostermistir.
Gundampati ve arkadaglar1 (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, Aspergillus niger
ATCC 26550 kiif straininden saflastirilan RNaz enziminin optimum sicaklig
55°C bulunmustur. Dolayisiyla caligmamizdan saflastirilmis RNaz enziminin
optimum sicakligi, kiiflerden izole edilmis RNaz enzimlerinin optimum
sicakligindan daha disiik, fakat mayalardan izole edilen enzimlerle benzerlik
gosterdigi bulunmustur. RNaz enzimi daha c¢ok gida, molekiiler biyoloji ve
medikal amaglarla kullanildigindan bu ¢alismadan elde edilen saflastirilan RNaz
enzimi daha uygun goériinmektedir. Keza, Y. lipolytica TEM YL 21 straininden
saflastirllan RNaz enziminin sicaklik stabilitesinin ise farkli sicakliklarda 1 saat
inkiibasyon sonucunda en fazla 30°C’ de oldugu bulunmustur. Saflagtirilan RNaz
enziminin 50°C” in {izerindeki sicakliklarda termal stabilitesinin ¢ok diisiik oldugu
bulunmustur. Cheng ve Ogrydziak (1986), Y. lipolytica CX161-1B straininden
saflagtirllan RNaz enziminin termal stabilitesinin 30-40°C arasinda oldugu
saptanmis ve bizim ¢aligmamizdaki sonuclarla benzerlik gostermistir. Gundampati
ve arkadaslart (2011) tarafindan yapilan g¢alismada, Aspergillus niger ATCC
26550 kiif straininden saflastirllan RNaz enziminin termal stabilitesi 65°C
bulunmustur. Dolayisiyla ¢alismamizdan saflastirilmis RNaz enziminin termal
stabilitesi, kiiflerden izole edilmis RNaz enzimlerinin termal stabilitesi daha

diistik, fakat mayalardan izole edilen enzimlerle benzerlik gosterdigi bulunmustur.
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Y. lipolytica TEM YL 21 straininden saflagtirilan RNaz enziminin aktivite
gosterdigi optimum pH 5,0 bulunmustur. Saflastirilan RNaz enzimi pH 2,5’ in
altinda ve pH 7,5’1n {lizerindeki pH’larda enzim aktivitesinin azaldig1 saptanmistir.
Cheng ve Ogrydziak (1986) tarafindan yapilan ¢alismada, Y. lipolytica CX161-1B
straininden saflastirilan RNaz enziminin optimum pH 6,5-7,0 arasinda oldugu
bildirilmigtir. Calismamizda saflastirllan RNaz enzimi, daha onceden Y.
lipolytica’ dan saflastirillan RNaz enzimine kiyasla optimum pH’ s1 daha diisiik
bulunmustur. Lalioti ve arkadaslar1 (1997) tarafindan yapilan calismada, S.
cerevisiae mayasindan saflastirilan riboniikleaz enziminin optimum pH 5,5
saptanmig ve bizim ¢alismamizdaki sonuglarla benzerlik gostermistir. Gundampati
ve arkadaslart (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, Aspergillus niger ATCC
26550 kiif straininden saflastirilan RNaz enziminin optimum pH 3,5 bulunmus ve
bizim ¢aligmamizdaki sonugtan daha diisik optimum pH saptanmistir. Keza, Y.
lipolytica TEM YL 21 straininden saflastirilan RNaz enziminin pH stabilitesinin
ise farkli pH’ larda 1 saat inkiibasyon sonucunda pH 5,0’ da en yiiksek oldugu
bulunmustur. Saflagtirllan RNaz enzimi pH 3,5’ in altinda ve pH 6,5 in
tizerindeki pH’ larda enzim aktivitesinin azaldigi saptanmistir. Daha Onceki
calismalarda farkli Y. lipolytica strainlerinden saflastirilan RNaz enziminin pH
stabilitesiyle ilgili bilgilere rastlanmamigstir. Ancak Gundampati ve arkadaslar
(2011) tarafindan yapilan ¢alismada, Aspergillus niger ATCC 26550 kiif
straininden saflastirilan RNaz enziminin pH stabilitesinin pH 3,0-6,0 arasinda
korundugu bulunmus ve bizim ¢aligmamizdaki sonuglara yakin bir pH stabilitesi

Saptanmuistir.

Y. lipolytica TEM YL 21 straininden saflagtirllan RNaz enzim aktivitesi
izerine etkileyen metal iyonlarini saptamak igin I\/In+2, Cu+2, Ca+2, Ba+2, Zn+2,
Fe*?, Mg*?, Co* ve Cd*? gibi 2 degerlikli metal iyonlar: ve NH;™, K™, Na*! gibi
tek degerlikli iyonlar kullamlmustir. Saflastirilmis RNaz enzim aktivitesi Mg*?,
Ca™? Na™, Cu*?, Mn*?ile arttig1 ve NH,™, K**, Zn*?, Ba*?, Co*?, Cd"ve Fe*?ile
azaldigi bulunmustur. Farkinda olundugu kadariyla, farkli Y. lipolytica
strainlerinden saflastirilan RNaz enzimi aktivitesi lizerine metal iyonlarinin etkisi
ile ilgili ¢alismalar bulunamamigtir. Wang ve Ng (2001) tarafindan yapilan bir
calismada, Pleurotus tuber-regium sapkali mantarindan saflastirilan RNaz enzimi

Zn*? ve Cd*? divalent katyonlarla inaktive oldugu ve Na™ monovalet katyonla
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aktive oldugu saptanmis ve bu calismadaki sonuglarla benzerlik gostermistir.
Gundampati ve arkadaslar1 (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, Aspergillus niger
ATCC 26550 kiif straininden saflastirilan RNaz enzim aktivitesi Mg+2, Ca+2, Na*t
ile arttig1 ve Ba*?, Co*ve Fe*? iyonlari ile azaldig1 ve genel olarak bu ¢alismadaki

sonuclarla benzerlik gosterdigi bulunmustur.

Y. lipolytica TEM YL 21 straininden saflastirilan RNaz enziminin aktivitesi
iizerine inhibitér maddelerin etkisinin belirlenmesi amaciyla sitrik asit, EDTA,
okzalik asit, siilfanilik asit, sodyum azid ve askorbik asit inhibitor maddeleri
kullanilmustir. Saflastirilmis RNaz enziminin okzailik asit ve siilfanilik asit ile
aktivitesinin arttig1, sitrik asit, EDTA, sodyum azid ve askorbik asit ile
aktivitesinin azaldig1 saptanmistir. Daha Onceki ¢alismalarda farkli Y. lipolytica
strainlerinden saflastirilan RNaz enzimi aktivitesi iizerine inhibitér maddelerin
etkisi ile ilgili bilgilere rastlanmamistir. Gundampati ve arkadaglart (2011)
tarafindan yapilan calismada, Aspergillus niger ATCC 26550 kiif straininden
saflastirilan RNaz enzimi {lizerine sitrik asit, EDTA, sodyum azid ve askorbik asit
inhibe edici Ozellik gosterdigi saptanmis ve bizim c¢alismamizdaki sonuglarla

benzerlik gosterdigi bulunmustur.

Y. lipolytica TEM YL 21 straininden saflastirilan RNaz enziminin substrat
spesifitesini ~ belirlemek i¢in  Poly(A), Poly(C), Poly(G), Poly(U)
polihomoriboniikleotitleri ve RNA molekiilii substrat olarak kullanilmistir.
Saflagtirllmis RNaz enzimi Poly(A) polihomoriboniikleotidine karst en fazla
aktivite gosterirken, Poly(A)’ y1 swrastyla Poly(C), Poly(G), Poly(U)
homoriboniikleotitleri ve RNA molekiilii izlemistir. Daha 6nceki ¢alismalarda
farkli Y.  lipolytica  strainlerinden  saflastirllan ~ RNaz  enziminin
polihomoriboniikleotitlere kars1 olan 6zgiinltigii ile ilgili bilgilere rastlanmamustir.
Bununla  birlikte, funguslarla  ilgili  yapilan  baz caligmalarda
polihomoriboniikleotitlere olan 6zglinligli arastirnllmistir. Wang ve Ng (2001)
tarafindan yapilan calismada, Pleurotus tuber-regium sapkali mantarindan
saflagtiritlan RNaz enzimi en fazla Poly(G) polihomoriboniikleotidini pargaladigs,
Poly(U), Poly(A) ve Poly(C) polihomoriboniikleotitlerini zayif hidrolizledigini
bulmuslardir. Ye ve Ng (2002) tarafindan yapilan c¢alismada, Pleurotus

pulmonarius sapkali mantarindan saflastirilan RNaz enzimi en fazla Poly(C),
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sonrasinda Poly(A) ve Poly(G) polihomoriboniikleotidini pargaladigi, Poly(U)
polihomoriboniikleotidine kars1 aktivitesinin olmadigini tespit etmislerdir. Wang
ve Ng (2003) tarafindan yapilan calismada, Termitomyces globulus sapkali
mantarindan saflastirilan RNaz enzimi en fazla Poly(A) ve Poly(C), sonrasinda
Poly(G) ve Poly(U) polihomoriboniikleotidine karst aktivitesinin oldugunu
saptamiglardir. Wang ve Ng (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, Thelephora
ganbajun sapkali mantarindan saflastirllan RNaz enzimi en fazla Poly(U)
sonrasinda Poly(A) ve Poly(C) polihomoriboniikleotidine karsi aktivitesinin
oldugunu ve Poly(G) polihomoriboniikleotidine karsi aktivitesinin olmadigi
bulunmustur. Guan ve arkadaslari (2007) tarafindan yapilan c¢aligmada,
Hypsizigus marmoreus sapkali mantarindan saflastirllan RNaz enzimi en fazla
strastyla Poly(C), Poly(A), Poly(U) ve Poly(G) polihomoriboniikleotidine kars1
aktivitesinin oldugunu belirtilmistir. Gundampati ve arkadaslar1 (2011) tarafindan
yapilan ¢aligmada, Aspergillus niger kiifiinden saflastirilan RNaz enzimi en fazla
Poly(A)’ y1 hidrolizledigi ve bunu sirasiyla Poly(C), Poly(G), Poly(U)
homoriboniikleotitleri ve RNA molekiiliine kars1 aktivitesinin oldugunu saptanmis
ve bizim c¢alismamizdaki sonuglarla benzerlik gosterdigi bulunmustur. Sonug
olarak, Y. lipolytica TEM YL 21 straininden saflagtirilan RNaz enziminin asidik
karakteri ile birlikte poly(A) riboniikleotidini en fazla hidrolizleme kapasitesinde

olmasindan dolay1 riboniikleazlarinin T2 ailesine mensup oldugu saptanmugtir.

Y. lipolytica TEM YL 21 straininden saflagtirilan RNaz enziminin kiitle
spektrometresiyle tanilanmasi Almanya’ da bulunan Proteome Factory AG
sirketinden hizmet alimi1 alarak gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda, peptitler
Mascot search engine (Matrix Science, Londra, Ingiltere) ve NCBInr protein
veritaban1 (National Centre for Biotechnology Information, Bethesda, A.B.D.)
kullanilarak tanilanmistir. Veritabaninda yapilan arastirmalar sonucunda, peptitler
Yarrowia lipolytica T-2 benzeri riboniikleaz (RNaz) enzimi ile eslesmistir. Y.
lipolytica RNaz enzimi ile IWIPNR (135-140), FLEAAGITPDSSK (195-207),
TDFLNALNSNFDGK (212-225), GSTDSFWTHEWNK (141-153),
DAVAAFTSPPLSSADHK  (26-42), SGYISEVWYYFHLK  (233-246),
DGSGGTPPPTDPSDPPTGGSK (275-295) peptitleri % 100 oraninda eslesmistir.
Dolayisiyla ¢alismamizda kullanilan RNaz enzimi, Y. lipolytica ekstraselliiler

riboniikleazi oldugu LC-MS/MS analizi ile tanilanmistir. Dujon ve arkadaslar
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(2004), Y. lipolytica mayasinin biitin amino asit dizisini veritabanina
kaydetmisler ve bu enzimin yiiksek miktardaki salgilanmasinin AEP enzimine
benzemesinden dolayr heterolog pretein iiretiminde RNaz enziminin

promotorunun kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Riboniikleazlar (RNaz), anti-mitojenik, immun-baskilayici, antibakteriyal,
antifungal, timor baskilayici, HIV-1 ters transkriptaz inhibitor aktivitelerinden
dolay1 son yillarda molekiiler biyoloji, gida ve farmasotik endiistrisinde yogun bir
sekilde kullanilmaktadirlar (Guan et al., 2007; Gundampati et al., 2011).
Yarrowia lipolytica ekstraselliiler riboniikleaz (RNaz) enziminin iiretimi,
saflastirilmasi ile ilgili literatiirde sinirli yaym bulunmus ve karakterizasyonu ile
ilgili literatiirde arastirildigir kadariyla yayin bulunamamistir. Bu c¢alisma ile
saflagtirilan RNaz enziminin karakterizasyon c¢aligsmalart ilk kez yapilmistir. Bu
caligmada, Y. lipolytica TEM YL 21 straininden iiretilen, saflastirilan ve
karakterize edilen ekstraselliiler riboniikleaz enziminin, filamentli fungus ve
sapkali mantarlarla kiyaslandiginda daha kisa siirede iiretildiginden avantajl
oldugu ve bakterilerle rekabet edebilecek durumda oldugu; enzimin genis bir
asidik pH’ da aktivite gostermesi nedeniyle yine ticari riboniikeazlarla rekabet
edebilecegi, biitiin polihomoriboniikleotitleri hidrolizleme kapasitesine sahip
oldugundan ve mezofilik sicakliklarda aktivite gostermesinden dolayr molekiiler
biyoloji, gida dzellikle tlimor hiicrelerinin inaktivasyon ¢alismalarinda denenerek

bu alanlara potansiyel bir yenilik saglayabilecegi diistiniilmektedir.
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