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Debaryomyces hansenii endiistriyel 6neme sahip ekstremofilik bir mayadir. Deniz suyu,
peynir, et, sarap, bira, meyve, toprak ve sekerli iirlinler gibi diisiik su aktivitesine sahip birgok
ortamdan izole edilmistir. Pek c¢ok gidanin {iretiminde aroma verici ve istenmeyen
mikroorganizmalar1 yok etmede yardimcidir. D. hansenii endiistride peynir iretimi, et
fermentasyonu, bazi degerli kimyasallarin, litik enzimlerin ve alditollerin {iretiminde
kullanilir. Bu ¢alismada, D. hansenii’nin farkli stres kosullarinda ¢ogalmasi, hiicre dis1 protein
iiretimi ve protein dagilimini incelemek amaciyla, farkli glukoz derisimlerinde, sicakliklarda
ve katki maddelerinin varliginda tiretimler gerceklestirilmistir. D. hansenii, UYM kat1 ve sivi
on c¢ogalma ortamlarindan pepton, maya 0ziitli, malt 6ziitii ve glukoz igeren protein iiretim
ortamlarina aktarilmistir. Protein iiretimi, ¢alkalamali hava banyosunda gergeklestirilmis ve
iiretim ortamindan t=0 anindan itibaren belirli zaman araliklariyla 6rnekler alinarak hiicre
cogalmasi spektrofotometrik olarak takip edilmistir. Uretimin 24. ve 33. st’inde hiicre disi
protein derisimi Ol¢lilmiistiir. D. hansenii’nin salgiladigi proteinler ileri analizler igin
ortamdan izole edilmis ve 7 cm, pH 4-7 tutuklanmis pH gradyen (IPG) seritleri ile birinci
boyutta, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile ikinci boyutta
ayrilmalar1 saglanmistir. Elde edilen jeller Sypro Ruby ile boyanmis, Versa Doc (Biorad)
goriintiileme sistemi ile fotograflanmis ve PD-Quest v8.0 programu ile kalitatif ve kantitatif
analizleri yapilmistir. Bu sekilde ortamlarda farkli ifade olan proteinler ile iki kat artan ve
azalan proteinler belirlenmistir. Analizi tamamlanan tiim spotlar jelden kesilmis,
tripsinizasyon isleminin ardindan Matriks Yardimc1 Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon sistemi
ile kiitle spektrumlar1 elde edilmis ve her proteinin kiitle spektrumu Mascot arama motorunda
peptid kiitle parmak izi yontemiyle analizlenmistir. Yapilan calismada, en yiiksek hiicre
derisimine (3,645 mg/ml) %1 glukoz iceren UYM ortaminda 10 °C’de ulasilirken, en yiiksek
hiicre dis1 protein derisimine (31,41 pg/ml) yine ayni ortamda ulagilmistir. Protein cesitliligi
acisindan en yliksek degerlere, cogalmanin 24. st’inde %20 glukoz iceren 30 °C’deki ortamda
228 spot ile ulasilirken, 33. st’inde %1 glukoz iceren 20 °C’deki ortamda 113 spot ile
ulagilmistir. Tim analizler sonucunda 7 adet anlaml1 protein tespit edilmistir.

2010, 149 sayfa
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ABSTRACT
Master’s Thesis

INVESTIGATION OF EXTRACELLULAR PROTEIN PRODUCTION FROM
Debaryomyces hansenii UNDER DIFFERENT STRESS CONDITIONS

Duygu Deniz YURUT
Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Dr. Serpil TAKAC
Co-supervisor: Asst. Prof. Dr. Duygu OZEL DEMIRALP

Debaryomyces hansenii is an extremophilic yeast of industrial importance. D. hansenii can be
found in many habitats with low water activity, such as sea water, cheese, meat, wine, beer,
fruit and soil as well as in high-sugar products. It provides aroma components in some food
production and helps to prevent the growth of unwanted microorganisms. D. hansenii is used
for cheese production, meat fermentation, production of some fine chemicals, lytic enzymes
and alditols in industry. In the present study, different glucose concentrations, temperatures
and additives were examined as stress conditions to observe their effects on D. hansenii
growth, extracellular protein production and protein profile. D. hansenii was inoculated from
solid and liquid UYM pre-culture media into protein production medium containing malt
extract, yeast extract, pepton and glucose. Protein production was performed in a rotary
shaker and samples were collected periodically to follow the yeast growth
spectrophotometrically. Extracellular protein concentrations were measured at the 24™ and
33" hours of production. Secreted proteins were isolated from the medium for further studies
and separated by their isoelectric points in 7 cm, pH 4-7 IPG strips as the first dimension and
by their molecular weights in sodium dodesil sulphate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) as the second dimension. Eventually, the gels were stained with Sypro Ruby,
photographed with Versa Doc scanner (Biorad) and analyzed by PD-Quest v8.0 software,
qualitatively and quantitatively. Thereby, the proteins which were expressed differently or
disappeared under different stress conditions were detected. Once the analysis was completed,
all spots in the gels were excised; and after tripsinization, their mass spectra were obtained
with a matrix assisted laser desorption ionization (MALDI) system. Each mass spectrum was
then identified by searching the Swissprot protein database through Mascot search engine
using peptide mass fingerprint method. As a result, the highest cell concentration (3,645
mg/ml) was reached in UYM medium containing 1% glucose at 10 °C; and the highest
extracellular protein concentration (31,41 pg/ml) was also reached under same conditions.
Protein diversity levels are the highest with 228 spots in UYM medium containing 20%
glucose at 30 °C; and with 113 spots in UYM medium containig 1% glucose at 20 °C, at 24™
and 33" h of cultivation, respectively. Among the matched proteins, 7 proteins were found to
be significant.

2010, 149 pages
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1. GIRIS

Biyokimyanin erken donemlerinde arastirilan ilk maya Saccharomyces cerevisiae’dir ve
Okaryotlarda heterojen ekspresyonlar hakkindaki bir¢ok bilgi, bu mikroorganizmanin
calisilmasiyla elde edilmistir. Ancak dogaldir ki S. cerevisiae tim biyoteknolojik
uygulamalar i¢cin uygun degildir. Mayalarda ¢esitliligin ve metabolik yolaklarin ortaya
konmast i¢in diger mayalarla da kayda deger caligmalar yapilmistir. Bu g¢aligmalarda
ekstrem mayalar ilgi odagi olmus, ekstremofilik mayalar olan Debaryomyces tiirlerinin
genetik ve biyokimyasal agidan ilging oldugu ve biyoteknolojik agidan olduk¢a umut

vaadettigi goriilmistiir.

Debaryomyces tiirleri ozmotoleranttir ve S. cerevisiae 1.7 M NaCl derisiminine kadar
dayanabilirken, Debaryomyces tiirleri 4 M NaCl derisimine sahip ortamlarda ¢ogalabilir.
D. hansenii deniz suyu, peynir, et, sarap, bira, meyve ve toprak gibi pek ¢ok ortamda
dogal olarak gelisebilir. Ozmotolerant olmasi bazi biyoteknolojik uygulamalar i¢in oldukca
onemlidir. Ornegin, tarim-gida sektoriinde steril olmayan ortamlarda ¢alisabilen ve yiiksek
iriin konsantrasyonlarina sahip bir maya olmasi nedeniyle, iiretim masraflarin1 oldukca
diistirebilir. Ancak bunun yanisira, D. hansenii tursu gibi salamura yoluyla saklanan

yiyeceklerin bozulmasindan sorumlu mikroorganizma olarak gosterilmektedir.

D. hansenii lipid depolayan ‘oleajindz’ mayalardan biridir. Oleajinéz mayalar kendi kuru
biyokiitlelerinin %70’ine kadar lipid depolayabilirler ve agiktir ki metabolizmalar1 lipid
metabolizmasma baghdir. D. hanseniinin lipid sentezleme, biriktirme ve depolama
konusunda ekstrem yetenegi biyoteknolojik olarak dogal ve yapay iirlinlerin liretiminde

avantaj saglayabilir. Sekil 1.1°de D. hansenii nin mikroskop goriintiisii goriilmektedir.



Sekil 1.1 Debaryomyces hansenii (Breuer and Harms 2006)

D. hansenii ¢ok cesitli ve ¢ok yonlii bir mayadir. Farkli tiirleri arasindaki degisik karbon
kaynaklarini asimile ve fermente etme yetenekleri, degisik lipaz ve proteaz aktiviteleri ve
oldukca degisken optimum gelisme kosullar1 gibi fenotipik farkliliklar bunu gosterir. Su
anki taksonomiye gore D. hansenii var. fabryi ve D. hansenii var. hansenii olmak tizere iki
farkli varyasyonu bulunmaktadir. Bu farkli varyasyonlar farkli maksimum biiyiime

sicakliklart gibi farkli 6zellikler tagirlar (Breuer and Harms 2006).

Bu yiiksek lisans ¢alismasinda, iiriin spektrumu ¢ok genis oldugu bildirilen Debaryomyces
hansenii’nin farkli stres kosullarinda ¢ogalmasini, hiicre disi1 protein iiretimini ve protein
dagilimmi incelemek amaciyla, farkli glukoz derisimlerinde, sicakliklarda ve katki
maddelerinin varliginda iiretimler gerceklestirilmistir. Farkli stres kosullarinda ¢ogaltilan
D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinleri izole edilmis, proteinler iki boyutlu jel
elektroforeziyle izoelektrik noktalarina ve molekiil agirliklarina gore ayrilmis, ardindan
MALDI-tof kiitle spektrometresi ile analizlenmistir. Protein tanimlama caligmalar1 igin

Mascot arama motoru kullanilmistir (www.matrixscience.com). Calisma, Ankara

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan 09B4343011 nolu ve “Cesitli Stres
Kosullarinda Debaryomyces hansenii nin Proteinlerinin Karsilastirilmasi” konulu proje ile

desteklenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Debaryomyces hansenii

2.1.1 Debaryomyces hansenii’nin filogenisi, ekolojisi, fizyolojisi ve molekiiler biyolojisi

Mantarlar 6karyotik filamentli, nadiren tek hiicreli olabilen canlilardir. Filamentli formlari,
yapisal olarak siireklilik gosteren (bolmelerle ayrilmamis) miselyumlardan olusmustur.
Bazi gruplarda ve yasam dongiilerinin belirli evrelerinde miselyumlar bolmeli yapidadir.
Mantarlarin tiimiinde hiicre duvarlarimin yapisinda kitin vardir. Mantarlar ¢iirtik¢iil
(saprofit) ya da besinlerini absorbsiyon yoluyla alan parazit heterotroflardir. Cogalma
dongiilerinde hem eseyli hem eseysiz evreler igerirler. Cogu haploiddir. Cogunun yasam
dongiilerinde ¢ekirdeklerin kaynasmadan durdugu iki ¢ekirdekli bir evre vardir. Yasam
dongiilerinde yalnizca zigot diploittir. Yasamlarinin hi¢bir doneminde kamgi ve sil

bulunmaz. 100.000 kadar tiirii tanimlanmustir.

Mantarlar alemi dort boliimden olusur. Bunlar zygomycota (kiif mantarlari), ascomycota
(askuslu mantarlar), basidiomycota (bazidiyumlu mantarlar) ve deuteromycota (enfeksiyon
yapan mantarlar) bdliimleridir (Demirsoy 1990). Debaryomyces hansenii mantarlar

aleminin ascomycota bdliimiine mensup bir mayadir.

Filogenisi

Debaryomyces cinsi ilk olarak Nakase et al. (1998) tarafindan detayli olarak
tanimlanmistir. Tim Debaryomyces tiirleri multilateral tomurcuklanma ile vejetatif olarak
cogalan miikemmel haploid mayalardir. Pseudomiselyum yapisi ya yoktur, ya ilkeldir
ancak nadiren gelismis olarak bulunur. Seksiiel ¢cogalma ise heterogametik konjugasyon

yoluyla olur. Bu konjugasyon sonunda genellikle kisa bir diplofaz evresi ve ardindan



askospor olusumu gozlenir. Askuslar bir ila dort adet kiiresel, globular, oval ve lentikiiler
formlarda sigilli ya da sigilsiz askospor igerirler. izogametik konjugasyon da goriilebilir

(Breuer and Harms 2006).

Debaryomyces cinsi fizyolojik olarak zayif ya da olmayan fermentasyon kapasiteleri,
nitrat1 asimile edemeyisleri ve kemotaksonomik olarak koenzim Q-9 sentezlemeleriyle
tanimlanir. %10 NaCl ve %5 glukoz oranlarina dayanabiliyor olmasi ise Debaryomyces’i

diger askomiset mayalardan ayiran kayda deger bir 6zelliktir.

D. hansenii tiirliinlin iki varyasyonu D. hansenii var. fabryi ve D. hansenii var. hansenii,
26S rRNA sekanslarinin ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimlerinin elektroforetik
mobilitelerinin farkli olmasiyla ve maksimum c¢ogalma sicakliklar1 (var. hansenii sadece
35 °C’ye kadar yasayabilirken, var. fabryi 39 °Cye kadar dayanabilir) arasidaki fark ile
birbirinden ayrilirlar. Corredor et al. (2003) DNA fragmentlerini uzunluguna gore ayiran
bir yontem olan PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis)’nin D. hanseniinin kesin
tanimlanmasinda kullanilmas1 gerektigini savunmaktadir. Bu yontemin karyotip analizinde
kullanilmastyla D. hansenii tiplerinin genomik organizasyon bazinda belirgin farkliliklar
gosterdigi bulunmustur. D. hansenii var. fabryi ve D. hansenii var. hansenii arasinda
gozlemlenen kromozomal uzunluk polimorfizmlerinin tekrarlayan sekanslardan ve
kromozomal diizenlemelerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Debaryomyces cinsinin ve
iki varyasyonunun taksonomik siniflandirmasinin ileri analitik yontemlerin gelistirilmesi
ve uygulanmasiyla yakin gelecekte degisiklik gosterecegi ongdriilmektedir (Breuer and

Harms 2006).

Ekolojisi

D. hansenii ozmo-, halo- ve kserotolerant bir mayadir. Diislik su aktivitesine sahip bazi
gidalar i¢in tipki Pichia guilliermondi, Yarrowia lipolytica ve Candida parapsilosis gibi
kontaminant olarak bilinir. D. hansenii Namibya’nin Atlantik kiyilar1 ve Utah’taki biiyiik
tuz golii gibi yiiksek tuzluluk oranlarina sahip sularda bulunur. %25 NaCl ya da %18



gliserol igeren besiyerlerinde ¢ogalabilir. Ayrica D. hansenii hastaliklara neden olabilir. Bu

6zelliginin bilinmesi tan1 ve tedavi i¢in dnemlidir.

D. hansenii baz1 toksinleri iiretme ve tolere etme yetenegindedir. Toksin iiretme 6zelligi
ekonomik prosesler gelistirerek toksinin kendisinin {iretimi veya bazi1 ortamlarda
istenmeyen mikroorganizmalarin iiremesinin engellenmesinde kullanilabilecegi igin
biyoteknolojik arastirmalar icin ilgi ¢ekici olabilir. Gunge et al. (1993) arastirmalarina gore
Debaryomyces bazi maya tiirlerini 6ldiirmistiir. Bu toksin aktivitesini sadece NaCl ya da
KCl gibi tuzlarin varliginda gostermistir. Ayrica toksin kodlayan gen boélgesinin pDHL
plasmidlerinden birinde oldugu varsayilmis olmasina ragmen, Oldiiriicii fenotip pDHL
plasmidiyle iligkili degildir. pDHL 1 plasmidi, Kluyveromyces lactis toksininin o
altbirimiyle benzerlikler tasiyan bir proteini kodlayan gen bolgesi igermektedir. D.
hanseniinin 37 °C’de kararli olan bir toksin sentezleme yeteneginde oldugu
sdylenmektedir. Insan viicudu sicakliginda kararli olan maya toksinlerinin tibbi uygulama
alanlari olabilir. Ornegin, saflastirilmis ve konsantre edilmis toksin preparatlar1 patojenik
mayalarin tedavisinde kullanilabilir. Marguina et al. (2001) toksin iiretimi i¢in gerekli
optimum kosullar1 arastirmis ve tuzun, bazi proteinlerin, non-iyonik deterjanlarin ve
dimetilsiilfoksit gibi bazi katki maddelerinin toksin {iretimini stimiile ettigini
gozlemlemislerdir. Toksin salgilanmasi erken duragan fazda en yiiksek seviyelere
cikmigtir. Santos et al. (2002) ise D. hansenii nin toksininin hiicre duvarindaki (1-6)--
glukan baglarina baglanarak etki ettigini ve Trichosporon cutaneum ve C. zeylanoides
tarafindan {retilen toksinlere karsi dayanikli oldugunu bildirmistir. Debaryomyces’in
toksin sentezleme ve toksinleri tolere etme yetenegi ileri medikal uygulamalar i¢in detayl

olarak aragtirilmalidir.

D. hansenii ile ilgili bir diger ilging gdzlem ise kuvvetli bir biyosid olan klordioksite
(ClOy) kars1 direngli olmasidir. Bu o6zelligi, istenmeyen mikroorganizmlart kontrol
edebilmek i¢in 0.3 mg/L’ye kadar ClO; igeren sterilizasyon yapilmamis ortamlarda kiiltiire
edilmesine olanak saglar. D. hansenii penkonazol, benomil ve sikloheksimid gibi
antimikrobiyal ajanlara kars1 direncglidir. Ayrica flukonazol ve amfoterisin B i¢in minimum
inhibisyon konsantrasyonlar1 (MICs) patojenik bir maya olan Candida albicans’a gore

daha ytiksektir (Breuer and Harms 2006).



Fizyolojisi

D. hansenii’nin fizyolojisi Nakase et al. (1998) tarafindan Ozetlenmistir. Bu mayanin
birtakim olaganiistii 6zellikleri vardir. %10 NaCl veya %35 glukoz iceren ortamlarda
yasayabildigi gibi ¢ok degisik karbon kaynaklarini da assimile edebilmektedir (Breuer and
Harms 2006). D.hansenii’nin asimile edebildigi degisik substratlar Cizelge 2.1°de

verilmigtir.

Candida albicans, Pichia pastoris veya Pichia angusta gibi biyoteknolojik olarak
yararlanilan diger mayalarin aksine D. hansenii n-alkanlar1 kullanabilmekte ve melibiyoz,
rafinoz, nigasta ve inositolii asimile edebilmektedir. Biyoteknolojik agidan bir diger 6nemli
maya Yarrowia lipolytica n-parafinleri asimile edebilmekte; ancak %10 NaCl veya %5
glukoz igeren ortamlarda yasayamamaktadir. D. hansenii ylksek kemostres toleransina
sahiptir, yani pek c¢ok substratin yiiksek derisimleri hiicrelerin besi ortamlarinda
kullanilabilir. Oksijen yoklugunda D. hansenii son derece zayif gelisme gosterir ve glukoz

varliginda naftalini ve benzo[a]pireni okside edebilir (Breuer and Harms 2006).

D. hansenii’nin glukoz, galaktoz, siikroz, maltoz, rafinoz ve trehaloz fermentasyonu
zayiftir ve laktoz fermentasyonu hi¢ gozlenmemistir. Bu durum D. hansenii’nin zayif
anaerobik gelisimine uygundur. Maya nitrat1 asimile edemezken nitriti asimile edebilir. D.
hansenii optimum biiyiime sicakhigi 20-25 'C olarak bilinir; ancak 5-10 'C arasinda
bityiiyebildigi hatta 0 "C‘nin altinda dahi gelisebildigi bildirilmistir. Van den Tempel and
Jacobsen (2000) D. hansenii’nin 10 ‘C¢de pH 4.0-6.0 arasinda 0.99 su aktivitesinde (ay)
yasayabildigini gostermislerdir. Ayrica D. hansenii'nin pH 3.0-10 arasinda yasabilme
kabiliyetinde oldugunu belirtmislerdir.



Cizelge 2.1 D. hansenii’nin asimile edebildigi substratlar (Breuer and Harms 2006)

Substrat Kullanimi Substrat Kullanimi
N-Acetil-D-
Glukoz + D
glukosamin

Galaktoz + Metanol —
L-Sorboz D Etanol +/Z
Sukroz + Gliserol +
Maltoz + Eritritol D
Sellobiyoz + Ribitol +
Trehaloz + Galasitol D
Laktoz D D-Mannitol +
Melibiyoz D D-Glusitol +/Z
Rafinoz + a-Metil-D-glukosit +
Melezitoz D Salisin +/Z
Inulin D D-Glukonat +/Z
Nisasta D DL-Laktat D
D-Ksiloz + Suksinat +
L-Arabinoz +/Z Sitrat D
D-Arabinoz D Inositol —
D-Riboz D Heksadekan D
L-Ramnoz D Nitrat —
D-Glukozamin D Nitrit D
2-Keto-D-glukona + 5-Keto-D-glukonat D

Sakkarat

+, positif; Z, zayif; D, degisken; — , negatif

Sitokrom c¢ oksidazin yanisira D. hansenii elektron transfer zincirinde terminal elektron
gibi davranan ikinci bir oksidaz igerir. Bu alternatif oksidaz, siyaniir ve antimisin A’ya
karst duyarsizken salisilhidroksamik aside karsi duyarlidir. Siyaniir direngli solunum
yolagi mayalarda ¢ok yaygin olup enerji doniisiimleriyle baglantihidir ve D. hansenii

tizerinden agiklanmigtir. Farkli fizyolojik kosullarda bu yolagin hiicrenin enerji tedarik



etmesinde kullanildig1 diisiiniilmektedir. Bu yolak sitokrom c yolagindaki enerji liretimini

akistaki baz1 elektronlar: alternatif oksidaza yonlendirerek azaltir.

D. hansenii genel olarak patojen olmayan mayalar grubuna dahil edilir. Ancak bazi
enfeksiyonlar rapor edilmistir. Bazi ¢alismalar mayanin deri alt1 apselerine, osteite ve

keratite neden olabilecegini ortaya koymustur (Breuer and Harms 2006).

Molekiiler biyolojisi

D. hansenii’nin molekiiler biyolojisi hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Cogu tipleri

haploittir ve nadiren ¢iftlesirler (Breuer and Harms 2006).

D. hansenii’nin genomu Génolevures Projesi kapsaminda kesfedilmistir. Bu projede
hemiaskomiset siifi mayalarindan Saccharomyces cerevisiae ve 14 farkhi tir mayanin
genomu c¢ikarilmis ve kiyaslanmustir. Saccharomyces sensu stricto, Saccharomyces sensu
lato, Saccharomyces servazzii, Zygosaccharomyces rouxii, Kluyveromyces thermotolerans,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus var. marxianus, Pichia angusta, D.
hansenii var. hansenii, P. Sorbitophila, Candida tropicalis ve Yarrowia lipolytica
incelenmistir. Hemiaskomiset sinifi mayalar arasinda D. hansenii tiim genom sekansi igin
secilmig tlirlerden biridir; ¢iinkli halotolerant bir mayadir ve genelde gida maddelerinde
bulunur. Génolevures Projesi hemiaskomiset sinifi mayalarin genomlarindaki tiim
olaylarin aydinlatilmasi adina olukga genis kapsamli ve 6nemli bir projedir (Sherman et al.

2004).



2.1.2 Debaryomyces hansenii’nin 6nemli 6zellikleri

Oleajinozliik

D. hansenii dahil olmak iizere bazi mikroorganizmalar yliksek oranda yag sentezler ve
depolar. Yag iireten bitki tohumlarina benzer olarak terminolojide bu mikroorganizmalara
oleajindz denir. 600 maya tiirii arasinda yag depolama &zelligine sahip mayalarin sayisi
30’dan azdir. Oleajindz mikroorganizmalarin resmi bir tanimi yoktur; ancak pratikte kendi
kiitlelerinin %20-25’1 kadar yag depolayabilen mikroorganizmalar oleajindz olarak anilir.
Mayalar, kiifler ve okaryotik algler icin oleajindzliik tanimi ATP:sitrat liyaz enziminin
varligiyla ifade edilir. Bu enzim sitoplazmada sitrattan yag asiti biyosentezinde anahtar
molekiil olan asetil-CoA iiretir. Oleajindz mikroorganizmalar sitratt mitokondri disina yani
sitoplazmaya malat-sitrat translokaz cevirimiyle tasir ve sitratt ATP:sitrat liyaz enzimi ile

bolerek asetil-CoA tretirler.

Sitrat + CoA + ATP— asetil-CoA + okzaloasetat + ADP +Pi (1)

Oleajindz olmayan organizmalar bu enzime sahip degildir ve sitoplazmada daha az asetil-
CoA iiretimi gergeklestirirler. ATP:sitrat liyaz lipid depolanmasi agisindan ¢ok 6nemli bir
enzimdir. Ancak depolanan lipidlerin metabolizmasinin kontroliinde ve yonlendirilmesinde
rol alan tek enzim degildir. Malat dehidrogenaz oleajindz mikroorganizmalarda

depolanacak lipid boyutlarini kontrol eden enzimdir.

Malat + NADP' — piriivat + NADPH+ CO,  (2)

D. hansenii lipidlerini inceleyen ilk arastirmacilar olan Merdinger and Devine (1965), D.
hansenii’nin tim lipidlerinin %67’sinin notral lipidlerden, %33’iiniin fosfolipidlerden
olustugunu gostermislerdir. Mikrodamlaciklar halinde bulunan nétral lipidler neredeyse
tamamen triagilgliserollerden olusur. Hem notral hem fosfolipidlerin agil gruplari
geleneksel olarak su bagil yogunlukta bulunur: oleik (18:1) > palmitik (16:0) > linoleik
(18:2) = stearik asit (18:0). Baz1 maya tiirleri arasinda farklanmalar olabilir. Ergosteroller

ve yaninda az miktarda stigmasterol ve tanimlanamamis bazi steroller 16-30 karbonlu



doymus hidrokarbon zincirleri halinde D. hansenii hiicrelerinde bulunur. Esas fosfolipid
olarak fosfotidilkolin, bunu takiben fosfotidilinozitol, fosfotidiletanolamin, fosfotidilserin,
fosfotidilgliserol ve kardiolipin ihtiva ederler. D. hansenii yiiksek tuzluluk oranlarinda
gelistiginde genel fosfolipid kompozisyonu ¢ok az degisiklik gdsterir. Benzer sekilde
belirli fosfolipidlerin profilleri de yiiksek tuzluluk ortaminda fazla degiskenlik gostermez.
Tuzluluktaki artis ile fosfotidilserin artarken fosfotidilinozitol, fosfotidiletanolamin ve
fosfotidilgliserolde azalis gézlemlenmistir. Fosfotidilkolin ve kardiolipinde ise ancak ¢ok

az degisiklikler gozlemlenmistir.

Mayalar ticari 6neme sahip olabilecek nadir yag asitlerini ihtiva etmezler. Ayrica ¢ok ucuz
substratlar veya atiklar kullanilmadigi siirece mikrobiyal yaglar heniiz ucuz bitki
tohumlariyla yarigsacak diizeyde degildir. Ancak bunun yaninda mayalar glikolipid
surfaktantlar1 veya astaksantin gibi genellikle bitkiler tarafindan iiretilmeyen bazi lipileri
tiretmektedirler. Boyle lipidlerin ticari amaclarla maya tabanli biyoteknolojik proseslerle
iretimi, mayalar indiiklenir ya da ucuz yolla manipiile edilebilirlerse, kimyasal {iretim
prosesleriyle yarigabilir diizeye gelebilir. Bu amagla genetik modifikasyonlarin

uygulanmasi yararli olabilir (Breuer and Harms 2006).

Halotolerans

D. hansenii ozmo- ve kserotolerant olmasinin yanisira halotolerant olmasiyla da olduk¢a
ektremofilik bir mayadir. Sahip oldugu bu 6zellikler D. hansenii tizerine pek ¢ok arastirma
yapilmasina sebep olmus ve tuzlulugun ¢ogalmasiyla iligkisi incelenmistir. Bu aragtirmalar
gostermistir ki D. hansenii 1 M NaCl ya da 1 M KCl konsantrasyonlarinda daha diisiik tuz
konsantrasyonlarina oranla daha hizli ¢ogalmaktadir. Debaryomyces ¢ok genis araliktaki su
aktivitesi degerlerine sahip ortamlarda ¢ogalabilir. Bu mayanin dogal ortamlar1 deniz suyu,
et, sarap, bira, peynir, meyve ve topraktir. D. hansenii %3-5 tuzluluk oranlarinda optimum

cogalma gosterdiginden oOtiirii 1liml1 halofilikler sinifina dahil edilir.
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Tuzlu ortamlarda en yaygin olarak bulunan maya olmasi ve %25 tuzluluk oranlarina
dayanabiliyor olmas1 D. hansenii’yi tuz toleransi ¢alismalarinda model organizma haline

getirmistir ve osmotoleransi detayli olarak incelenmis durumdadir.

Halofilik organizmalarin osmotik dengelerini saglamalar1 ve tuzlu ortamlarda
cogalabilmeleri bazi maddeleri {iretmeleri ve biriktirmeleri sayesinde gerceklesir.
Mantarlarda gliserol, mannitol, arabinitol ve eritritol gibi maddeler osmotik basinci
dengelemede ve yasami siirdiirmede gorev alir. D. hansenii’de ise bu maddeler gliserol ve
arabinitoldiir. Duragan faza geciste gliserol azalmaya ve yerini arabinitole birakmaya
baslar. Tuz stresi enerji metabolizmasi ile iligkili iki anahtar parametrede degisiklik
olmasini indiikler ve gliserol iiretimini artirir. D. hansenii tuz stresi altinda alditol
metabolizmasini kontrol edebilme yetenegine sahiptir ve bdylece optimum biiylime
saglayabilir. Ayrica trehalozun da yiiksek tuzlulugun dengelenmesinde rol oynuyor
olabilecegi diisliniilmektedir. Bazi bakterilerin aksine D. hansenii’de amino asitler bu
dengede higbir rol oynamazlar. Adler et al. (1985) gliserolii kullanmayan mutant bir D.
hansenii ile yaptiklar1 calismada ozmoregiilasyon ve gliserol arasinda bir baglanti
oldugunu belirlemislerdir. Yaptiklari calismaya gore gliserol 6nce dihidroksiaseton fosfatin
gliserol-3-fosfata rediiklenmesi ardindan bunun defosforilasyonu ile olusturulmaktadir.
Hiicre i¢i gliserol konsantrasyonu ortam bilesenlerinin konsantrasyonlarinin artirilmastyla
arttirillabilmistir. Diistik tuzluluk oranlarinda ise en goze batan hiicre i¢i bileseni
arabinitoldiir. Farkli kosullarda farkli maddeler sentezleme yetenegi bazi uygulamalar i¢in
onemli olabilir. Ayrica D. hansenii S.cerevisiae’dan daha fazla trehaloz iiretir. Gonzalez-
Hernandez et al. (2005) tuz stresi altinda (2 ve 3 M tuz) D. hansenii’nin trehalozlardan
daha fazla miktarda gliserol biriktirdigini gérmistiir. [liml1 tuz streslerinde ise bunun tam
tersi gecerlidir. Buradan anlasildigi lizere trehaloz diger mikroorganizmalarda oldugu gibi

D. hansenii i¢in de bir depo karbonhidratidir.

S. cerevisiae’nin aksine D. hansenii  hiperosmolarite stresi altinda kendi gliserol
metabolizmasini regiile edebilir. Ayrica daha iistiin transport mekanizmalarina sahiptir.
Aminoasit ve karbonhidrat tasiyicilarinin S. cerevisiae’nin iki kati kadar olmasinin

yaninda, ozmo-duyarli genleri de Saccharomyces tiirlerinde oldugundan daha fazladir.
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D. hansenii’nin yiikksek tuz konsantrasyonlarina dayanikli olmasi ve bu ortamlarda
cogalabilmesi biyoteknolojik uygulamalar i¢in oldukc¢a énemlidir. D. hansenii ¢ok steril
ortamlara ihtiya¢ duyulmadan kiiltiive edilebilir; ¢iinkii yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
cogalabiliyor olmasi, istenmeyen mikroorganizmalarin  kontaminasyon  riskini
azaltmaktadir. Bu ortamlarin yaratilmasinda ucuz tuzlu atiklar substrat olarak

kullanilabilir.
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2.1.3 Debaryomyces hansenii’nin biyoteknolojik uygulamalar:

Peynir iiretimi

Mayalar giinliik mamiillerin iiretiminde kullanilan mikrofloranin 6nemli bir kismini
olustururlar. Ayn1 zamanda asidik ve/veya diisiik su aktivitesine sahip yiyeceklerde
bozulmadan da sorumludurlar. Bu nedenle, D. hansenii’nin yiyeceklerdeki etkisinin

bilinmesi son derece 6nemlidir.

D. hansenii yumusak, yar1 sert ve sert olmak iizere her tip peynirde bulunan yaygin bir
maya tiirtidiir. Bunu saglayan Debaryomyces cinsinin anahtar 6zellikleri tuz toleransi, siit
proteinlerini ve yaglarin1 metabolize eden proteolitik ve lipolitik enzimleri, diisiik
sicakliklarda ve diisiik su aktivitesine sahip ortamlarda yasayabilme 6zellikleridir. Bunlarin
yaninda D. hansenii, Clostridium butyricum ve C. tyrobutyricum gibi istenmeyen
mikroorganizmalarin {iremesini besin kaynaklar1 i¢in yarisarak ve hem hiicre i¢i hem hiicre
dist drettigi antimikrobiyal ajanlar sayesinde engeller. D. hansenii’nin peynirde
tireyebilmesi ve laktati, sitrati, laktozu ve galaktozu metabolize edebiliyor olmasi onu
peynir iretiminde 6nemli bir starter kiiltiir yapar. Ayrica asetati karbon kaynagi olarak
kullanabiliyor, laktozu asimile edebiliyor ve glukozu asimile ederken sinirli miktarda
fermente edebiliyor olmasi, peynir iireticileri i¢in 6nemli 6zelliklerdir. Buna ek olarak D.
hansenii’nin metabolik aktiviteleri peynir liretimi i¢in faydali olan bazi bakteri ve/veya
Penicillium roqueforti gibi mayalara yarar saglar ve peyniri istenmeyen karbonhidrat

fermentasyonlarindan korur.

D. hansenii’nin ugucu asitler, alkol ve peynir aromalar1 ve karbonil bilesikleri sentezledigi
bulunmustur. Metil ketonlarla meyve, ¢icek, kiif, peynir ve sarap kokulari, 2-feniletanol ile
giil kokusu olugumunu saglar. Saf halde bulunan D. hansenii’nin giil kokusuna sahip
olmas1 da yiiksek konsantrasyonda ihtiva ettigi 2-feniletanol ile agiklanabilir. D.
hansenii’nin ve Kluyveromyces marxianus’un peynir aromalarinda etkileri bilindiginden bu

iki mayay1 igeren baslatici kiiltiirler halihazirda kullanilmaktadir (Breuer and Harms 2006).
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D. hansenii ve peynirin olgunlagsmasinda gorev alan pek ¢ok maya, en yaygin ugucu kiikiirt
bilesigi olan S-metiltiyoasetat1 ve ¢edar, kamamber gibi peynirlerde bulunan daha az
yaygin olan metiyonali sentezler. Boylece gii¢lii kamamber aromasi olusumuna yardimci
olurlar. Ayrica peynir olgunlagsmasi sirasinda gorev alan Geotrichum candidum, K. lactis,
S. cerevisiae ve Y. lipolytica gibi diger mayalarin aksine D. hansenii ugucu kiikiirt

bilesiklerinden olan metiltiyopropanolii sentezler.

Siit icinde cogalmasi esnasinda D. hansenii eser miktarda aminoasit (Oncelikli olarak
glutamik asit, glisin, arginin, prolin ve alanin) ve yag asidi sentezler. Ayrica ¢ok az
miktarda siiksinik asit metabolize ederken, ¢ok az miktarda etanol (<5 g/L) ve Danimarka

peyniri yapimu sirasinda da yine az miktarda laktik asit sentezler.

Aragtirmacilar farkli tip D. hansenii nin icerdigi enzimleri arastirmislar ve fosfatazlar, C4-
esterazlar, C8-esteraz-lipazlar, 16sin arilamidazlar, valin arilamidazlar, aminopeptidazlar,
B-galaktozidazlar ile karsilasmislardir (Van den Tempel and Jacobsen 2000). Ayrica D.
hansenii nin B-kazein tiirevi peptidlere karsi etkili peptidazlara sahip oldugu ve bu
durumun peynirde olusan proteolitik aktiviteyi etkiledigi anlasilmistir (Kumura et al.

2002).

Diger bir konu ise D. hansenii nin peynirlerde yiizeyde mi yoksa i¢ kisimlarda m1 olmay1
tercih ettigidir. Yapilan ¢aligmalar gostermistir ki peynirin tiiriine ve kullanilan baslangi¢
kiiltiirinlin kompozisyonuna goére D. hansenii iki lokasyonuda tercih edebilmektedir

(Breuer and Harms 2006).

Et fermentasyonu

D. hansenii siilfitlenmis, siilfitlenmemis, soyulmus sosislerden ve kiymadan alinan 383
izolatta en yaygin olarak bulunan mayalardan biridir. Bu da onun et fermentasyonunda ne

kadar Onemli bir yere sahip oldugunu anlatir. Aslinda Debaryomyces tlrlerinin et
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fermentasyonundaki yeri 1960’larda bu mayanin hidrojen siilfiir sentezleme yetenegi

kesfedildiginden beri bilinmektedir.

Dura et al. (2004) gostermistir ki D. hansenii amonyak da dahil olmak {izere baz1 ugucu
bilesikleri sentezleyebilmekte, sosislerde serbest amino asit kompozisyonunu
degistirebilmekte ve baslangic kiiltiirii olarak kullanildiginda etteki aromalari
degistirebilmektedir. Ayrica Debaryomyces tiirleri sosis fermentasyonu sirasinda lipid
oksidasyonu iirlinlerini inhibe ederek ve etil esterlerin olusumunu tetikleyerek ugucu
bilesiklerin olusumunda ve bdylece tipik sosis karakterinin olusmasinda biiylik bir etki

saglarlar.

Dallanmis zincirli amino asitlerden ugucu bilesiklerin sentezlenmesinde tuzun etkisi yok
iken baska degiskenlerin etkisi olabilmektedir. Ornegin, pH’in 4.5°e diismesi alkol ve
aldehit liretimini artirir; ancak iistel cogalma fazinda alkol ve aldehit iiretimi 6ne ¢ikarken
duragan faza gegiste bu liretim yerini asit olusumuna birakir. Mayalar ugucu bilesikler

sentezledikleri i¢in ete baz1 aromalar1 da kazandirmakta etkilidirler.

D. hansenii’'nin et fermentasyonu esnasinda da gorev aldigin1 dair bazi bilgiler elde
edilmistir. Mayadan elde edilip saflastirilan propil aminopeptidaz, arginil aminopeptidaz
ve glutaminaz enzimleri bunun gostergesi olarak goriilmektedir. Etlerin kiirlenmesi
prosesinde Clostridium botulinum kontaminasyonunu engellemek, pembe renk vermek ve
belirli et aromalar1 olusturmak i¢in kiirlenen etlere eklenen nitrat, nitrit, glukoz ve askorbik
asitin D. hansenii’den izole edilen bu enzimler iizerinde hicbir inhibisyon etkisi olmadigi

goriilmiistiir.

Mayalar et liretiminde her zaman faydali degildir. Uzun zaman once sosis gibi etlerde
olusan bozulmalarin Debaryomyces tiirlerinin sebep oldugu bulunmus ve daha sonraki

yillarda bu tiirtin D. hansenii oldugu tespit edilmistir (Breuer and Harms 2006).
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Kimyasal iiretimi

D. hansenii peynir ve et iretiminde bahsedildigi gibi biyoteknolojik ac¢idan Onemli
maddeler sentezler. Ozmotolerant bir maya olarak D. hansenii D-arabinitol iiretir. Bu
bilesik eger diisiik maliyetle tiretilebilirse ticari agidan ilgi ¢ekici olabilir. D-arabinitol {istel

cogalma fazindan sonra riboflavin ile es zamanli olarak firetilir.

D. hansenii nin biyoteknolojik agidan bir diger avantaji da piriivik asit iiretme yetenegi,
ayrica inorganik amonyumu azot kaynagi olarak kullanabilmesidir. Kimya, eczacilik ve
tarim sektorlerinde yaygin olarak kullanilan piriivik asit giiniimiizde kimyasal olarak
tiretilmekte; ancak daha ucuz ve karbon kaynaginin daha verimli olarak geri doniistimii
saglanabilen tek basamakli bir prosediir olan biyoteknolojik iiretim daha avantajli

goriilmektedir.

D. hansenii, Zygosaccharomyces rouxii’den daha az da olsa potasyum sorbattan pentadien
olusturabilir. Mayalarin sorbati parcalayarak pentadien olusturmas: koruyucu olarak
kullanilan sorbata karsi bir direng mekanizmasi olarak goriilebilir. Zayif asitlere karsi
mayalarda en gegerli direng mekanizmast ATP bagimli proton pompalart ile hiicre igi
protonlarin disar1 pompalanmasi ve hiicre i¢i pH’1n korunmasi seklindedir (Breuer and

Harms 2006).

Litik enzimler

Gida endiistrisinde D. hansenii’nin litik enzimlerinden yararlanilmaktadir. Mayalarin
proteaz enzimleri bira ve sarap endiistrisinde protein bulanikliklarini gidermek igin
kullanilir. Bu nedenle mayalarin hiicre dis1 hidrolitik enzimleri olduk¢a arastirilmis bir

konudur.
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Ahearn (1968) gida bozulmalarina etki etmesi sebebiyle 68 farkli tip D. hansenii ile
calisma yapmis; ancak yalnizca 4 tanesinde proteolitik aktivite bulabilmislerdir. Lagace
and Bisson (1990) ise ayni tiir bir ¢alismada hemen hemen hi¢ proteolitik aktivite
gozlemlememislerdir (Breuer and Harms 2006). Ancak daha sonra Debaryomyces
hansenii CECT 12487 ile yapilan calismalarda iki temel proteinaz; proteinaz A ve
proteinaz B tanimlanmis ve tuzlu etlerde bu enzimlerin biiyiik rol oynadigi 6ngoriilmiistiir

(Bolumar et al. 2008).

Takac¢ ve Sengel (2010), D. hansenii’nin hiicre dis1 lipolitik enzim aktivitesini inceledikleri
calismada, degisik trigliserid, yag asitleri ve bitkisel yaglar1 karbon kaynagi olarak
kullanmis, en yiiksek lipolitik aktiviteye tristearin (0,68 U/mg), oleik asit (0,56 U/mg) ve
soya yagit (0,36 U/mg)’nin karbon kaynagi olarak kullanildigi besi ortamlarinda
ulagmiglardir. Farkli azot kaynaklarinin hiicre disi1 lipolitik aktivite iizerine etkisini de
inceledikleri ¢calismada, %0,5 pepton + %0,3 maya ekstrakt1 i¢eren ortamda mayalar 0,36
U/mg enzim aktivitesine ulasirken, bunu %1 soya unu igeren ortam 0,30 U/mg ile takip
etmistir. Ayrica peynir altt suyunun ve gliseroliin enzim aktivitesini arttirirken, bir

surfaktant olan Triton X-100’{in enzim aktivitesini azalttigin1 ortaya koymuslardir.

Saha and Bothast (1996) Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces ve Pichia cinslerine ait
48 maya tipinin hiicre disina glukoz ve sicaklik toleransina sahip B-glukozidazlar
salgiladiklarim1  agiklamiglardir. Bu  glukozidazlar selillozu hidrolizleyip glukoz
olusturabilirler ki bu ticari agidan yakit alkollerinin {iretilmesinde Onem tasir.
Debaryomyces tiplerinin B-glukozidazlar1 Pichia kodamae’ninkilerden 100 kat daha az
enzim aktivitesi gosterse de, sellobiozu glukoz inhibisyonundan etkilenmeden hidrolize
edebilirler. Ayrica bu enzimlerin optimum sicakligi 65 'C “dir ki bu da bagil olarak yiiksek
bir sicakliktir. D. hansenii’den elde edilen bir hiicre i¢i B-glukozidaz saflagtirilmis ve
muskat tizlimleri ile analizlenip test edilmistir. Bu enzimin iiziim suyundaki yiiksek glukoz
derisimlerine dayanabilmek gibi bir avantaji varken ticari olarak satilan maya orijinli -
glukozidazlarin boyle bir yetenegi yoktur. D. hansenii glukozidazlar1 monoterpenolleri
aci8a cikarir. Bu Ozelligi saraplarda aromalarin artirilmasi i¢in kullanilabilir. D. hansenii

glukoz yoklugunda Saccharomyces cerevisiae’dan daha yliksek B-glukozidaz aktivitesi
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gosterir ki bu da onun sarap iiretiminde aromalarin olusumunda daha biiyilik etkisi

oldugunun bir kanitidir (Breuer and Harms 2006).

Besancon et al. (1995) D. hansenii’den esteraz enzimi (EC 4.1.1.1) izole etmis ve
tanimlamistir. Bu enzim baska sarap mayalarindan da izole edilmis ve sarap yapimi igin
ana enzimlerden biri oldugunu anlagilmistir. Bu monomerik enzim tribiitirin ve etil biitirati
maksimum aktivite ile, kisa yag asitlerinin (C,-Cs) metil ve etil esterlerini gayet hizl
sekilde ve uzun zincirli yag asidi (C¢-Cj4) esterlerini daha yavas sekilde hidrolize eder.

Ayrica alifatik ve aromatik asetat esterleri de hidrolize edilebilir (Breuer and Harms 2006).

D. hansenii superoksit dismutaz (SOD) (EC 1.15.1.1) enzimi i¢in potansiyel bir kaynaktir.
Bu enzim superoksit radikalinin dismutasyonunu saglayan bir metalloenzimdir. Bu enzim
ilag ve gida sektoriinde genel olarak tiim oksidatif stres giderme uygulamalarinda
kullanilmaktadir. D. hansenii ile SOD iiretimi deniz suyu gibi tuzlu ortamlarda
tiretilebilmesi ve ¢ok farkli kosullara dayanabiliyor olmasi nedeniyle su anda kullanilan
metodlarla yarisabilecek diizeydedir. Hernandez- Saavedra and Romero-Geraldo (2001) D.

hansenii’de bulunan SOD genini ilk defa klonlayan isimlerdir (Breuer and Harms 2006).

Cryptococcus laurentii, D. hansenii ve Candida tiirlerini iceren bazi antifungal aktiviteye
sahip mayalar meyvelerden izole edilmis ve meyve bozulmalarina sebep olan mayalara
kars1 biyokontrol ajan1 olarak etkileri incelenmistir. Bir bagka ¢alismada ise iiziimlerin D.
hansenii ile muamelesi sonucu Penicillium digitatum mayasinin spor olusumunda ve
cogalmasinda azalma oldugu tespit edilmistir. Biyokontrol proseslerinde besin yarigmasi
da ayrica Onemli bir role sahiptir. Ancak D. hansenii’nin biyokontrol ajani olarak
kullanilmast durumda, bu mayanin patojenik olmamasina ragmen bazi klinik vakalarinin

oldugu unutulmamalidir.
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Alditol iiretimi

Debaryomyces, alditol iiretimi i¢in tipki bir hiicre fabrikast gibi ¢alisir. D-Ksilozdan ve
odun hidrozilatlarindan ytiksek oranda ksilitol iiretiyor olmasi 6zelliginden uzun yillardir
faydalanilmaktadir. Ozmotolerant bir maya olarak D. hansenii diger alditollerin {iretimi

i¢in de kullanilabilir.

Ksilitol gida endiistrisinde yiiksek tatlandirma 6zelligi nedeniyle kullanilir. Bu sebeple
diabetik {irlinlerde siklikla kullanilir. Aslinda ksilitol D-ksilozun fermentasyonu sirasinda
aldoz rediiktaz (genelde ksiloz rediiktaz diye anilir) ile agiga c¢ikan bir metabolik ara

tirtindiir. Bu enzim aldehitler ve aldol sekerleri i¢in genis bir substrat spesifitesine sahiptir.

D. hansenii kullanilan substratlara gére farkli {iriinler iiretebilir. Ornegin, pentoz sekerleri
kullanildiginda ksilitol, arabinitol ve hatta etanol iiretirken, glukoz kullanildiginda belirgin
sekilde etanol irettigi gézlemlenmistir. Ayrica glukoz/arabinoz ve ksiloz/arabinoz gibi
seker ciftlerini de es zamanli olarak tiiketebilir. Arabinoz i¢eren ortama az miktarda ksiloz
eklenmesi ardindan arabinitol {iretiminin dort katina ¢iktigi goriilmiistiir; yani arabinitol
tiretimi ksiloz tarafindan indiiklenir. Bunun tersi olarak ortama glukoz eklenmesinin

arabinitol iiretimi {lizerine higbir etkisi yoktur (Girio et al. 2000).

Nobre et al. (1999) D. hansenii’nin, iki tip sekerle de biyokiitle veriminin yakin olmasina
ragmen, pentoz varliginda heksozlara nazaran daha yavas cogaldigini tespit etmistir.
Ayrica D. hansenii seker karisimi igeren ortamlarda bu iki farkli sekeri ayni oranda tiiketir.
Bu durum genellikle seker karisimlari igeren hemiselliiloz hidrolizatlarinin substrat olarak
kullanildig1 ksiloz tiretimi igin 6nemli olabilir. Daha sonra yapilan bir ¢alismada ise
Tavares et al. (2000) karbonhidrat kaynaginin Debaryomyces’in ¢ogalmasini etkiledigini,
glukoz varliginin ksiloz iiretimini inhibe ettigini ve mayanin sirasiyla D-glukoz, D-

mannoz, D-ksiloz ve D-galaktozu tiiketmeyi tercih ettigini 6ne siirmiistiir.
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Ksilitoliin yanisira D. hansenii diger pek cok askomiset maya gibi alkali ¢oziilebilir
glukanlar ve alkali ¢oziinmez glukanlar sentezler. Bu polisakkaritler son derece genis
endiistriyel ve medikal uygulama alanlarina sahiptir. Alkali ¢oziilebilir glukanlar,
koyulastirma ajanlari, yag muadili veya diyet lif kaynagi olarak gida ve kozmetik
endiistrisinde kullanilabilir. Ayrica antitiimor aktiviteleri, bagisiklik sistemi tetikleme ve
serum kolestrol diizeyini diislirme etkileri vardir. Debaryomyces pek ¢ok mayadan daha
yiiksek hiicre duvar kitini seviyelerine sahipse de alkali ¢oziilebilir glukan seviyesi ¢ok

diistik ve alkali ¢ozlinmez glukan seviyesi yiiksek bir mayadir (Breuer and Harms 2006).
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2.2 Proteinler

2.2.1 Proteinlerin genel ozellikleri

Proteinler hiicrelerde en fazla bulunan makromolekiiller olup kuru agirligin yaklasik % 50
sini teskil ederler. 19. ylizyilin ortalarinda Hollandali kimyaci1 Gerardus Mulder hayvan ve
bitki dokular1 i¢in ortak bir yapisal madde elde etmeyi basarmistir. Bu maddenin biitiin
canlilar i¢in 6nemli yapisal ve fonksiyonel bir madde oldugunu ve onsuz yeryiiziinde
hayatin miimkiin olamayacagini belirtmistir. Mulder, Yunancada ilk ve 6nemli anlamina
gelen proteios sozciigiine dayanarak bu maddeye protein adim1 vermistir. Bu ad hig
degistirilmeden biitiin arastiricilar tarafindan  benimsenerek giiniimiize kadar gelmis

bulunmaktadir.

Proteinlerin primer yapisi genetik bilgiyi tasiyan DNA molekiilleri tarafindan
denetlenmektedir. Hiicre ¢ekirdeginde binlerce gen bulunmakta, bu genlerin {iriinii olarak
binlerce ¢esit protein meydana getirilmekte ve her bir protein ise spesifik bir fonksiyon
gormektedir. Fonksiyonu ve biyolojik aktivitesi ne olursa olsun biitiin proteinler 20 amino
asitten meydana gelmistir. Amino asitlerin gercek bir biyolojik aktivitesi olmamasina
ragmen polipeptid zincirlerine yapitasi olarak girdikten sonra olusturduklari proteinler
farkli aktiviteler i¢in Ozellesmistir. Amino asitlere protein yapisinin alfabesi olarak
bakilmaktadir. Amino asitler sonsuz denecek sayida farkli dizilme olanagma sahip

olduklarindan, sonsuz denecek ¢esitte protein meydana getirebilirler (Goziikara 1994).

Amino asitler birbirine peptid bagi ile baglanirlar. Peptid baglar1 bir amino asidin o-
karboksil karbonu ile bir bagska amino asidin a-amino azotu arasinda olusan C—N

baglaridir.
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Sekil 2.1 Peptid bagi

Peptit baglarindaki rezonans veya mezomeri nedeniyle OC—N bag1 %50 cift bag niteligi
kazanmistir. Cift baglarin eksen etrafinda donmeleri sinirli oldugundan, peptit bagi
olusumuna katilan gruplarin atomlar1 (3C, O, N ve H atomlar1) bir diizlemde bulunurlar;

peptit bagi, rijit ve diizlemseldir.

Proteinler arasinda disiilfit baglari, hidrojen baglari, iyon baglar1 ve apolar (hidrofobik)
baglar olmasinin yanisira elektrostatik etkiler ve Van der Waals giicleri nedeniyle meydana

gelen itmeler de s6z konusudur.

Proteinlerin yapisi

Proteinlerde primer (birincil), sekonder (ikincil), tersiyer (liclinclil) ve kuaterner

(dordiinciil) yap1 olmak olmak iizere dort farkli yapr tipi goriiliir.

Bir proteinin primer yapisi, protein icin karakteristik ve genetik olarak tespit edilmis olan

amino asit dizilisidir; belirli tiirde, belirli sayida, belirli dizilis sirasinda amino asitlerin
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birbirlerine peptit baglariyla baglanarak olusturduklar1 bir polipeptit zinciri bi¢imindeki
yapisidir. Proteinin primer yapisinin olusmasini ve siirdiiriilmesini saglayan, peptit
baglaridir. Bir protein molekiiliiniin primer yapisinin yani amino asit dizilisinin bilinmesi,
onun biyolojik aktivitesini gosterirken nasil bir ii¢ boyutlu yap1 kazandigir hakkinda bir

fikir vermemektedir.

Bir proteinin sekonder yapisi, yar1 sertlesmis polipeptit zincirlerinin biikiilmeler ve
katlanmalarla olusturduklar1 6zgiin kangallar bigimindeki yapisidir. Bir proteinin sekonder
yapisinin olugmasini ve siirdiiriilmesini saglayan, primer yap1 ile meydana gelen polipeptit
omurgasinin 6zelligi ve hidrojen baglaridir. Proteinler icin, o-heliks yapisi, f-
konformasyonu veya kirmali tabaka yapisi olmak flizere iic degisik sekonder yapi

tanimlanir.

Bir proteinin tersiyer yapisi, polipeptit zincirinin sekonder yapi olusumundan sonra,
baglayict gii¢lerin hepsinin toplami ile uzayda daha ileri katlanmalar veya lifler halinde
diizenlenme sonucu olusan globiiler veya fibriler yapisidir. Bir proteinin tersiyer yapisinin
olugmasina ve bu yapinin siirdiiriilmesine, primer ve sekonder yapinin olugmasina katilan
baglardan baska Van der Waals ¢ekimleri ve iyon baglar1 da katilir. Bir proteinin
fonksiyonel karakterini onun ii¢ boyutlu yapist belirlemektedir. Gergin bir halde tutulan
veya gelisi giizel kivrilip biikiilen bir protein molekiilii biyolojik fonksiyonunu yapamaz
durumdadir. Proteinlerin fonksiyonunu yapabilme 6zelligi onlarin {i¢ boyutlu yap1 i¢inde
atomlarinin uygun bir sekilde diizenlenmesi ile yani uygun bir konformasyon kazanmalari

ile ortaya ¢ikmaktadir.

Bir proteinin kuarterner yapisi, primer, sekonder ve tersiyer yapiya sahip polipeptit
zincirlerinin daha biiyiik yapili agregatlar halinde biraraya gelmesiyle olusan yapidir. Her
proteinin kuarterner yapisi olmayabilir. Bir proteinin kuarterner yapisin1 olusturan
polipeptit zincirlerinin her birine alt birim veya monomer denir. Bu monomerler, hidrojen

baglari, Van der Waals ¢ekimleri ve iyon baglar etkisiyle polimerize olmuslardir.

23



2.2.2 Proteinlerin siniflandirilmasi

Proteinler, iki 6nemli 6zelliklerine gore siniflandirilabilir:
1) Biyolojik fonksiyonlarina gore

2) Yapilarina gore

Cizelge 2.2°de proteinlerin biyolojik fonksiyonlarina gore siniflandirilmast gosterilmis ve
her sinifa ait bazi proteinler i¢in drnekler verilerek, o proteinlerin fonksiyonlar1 kisaca
belirtilmistir. Proteinlerin yapilarina gore siniflandirilmasi ise, Orneklerle pekistirilerek

Cizelge 2.3’te 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2 Proteinlerin biyolojik fonksiyonlarina gore siniflandirilmasi (Goziikara 1994)

PROTEINLER

BIYOLOJIK FONKSIYONLARI

a) Enzimler
Heksokinaz

Laktat dehidrogenaz
Sitokrom c
DNA-Polimeraz

b) Depo proteinleri
Ovalbumin

Kazein

Ferritin

Gliadin

Zein

¢) Tasinim gorevi yapan proteinler

Hemoglobin
Hemosiyanin
Miyoglobin

Serum albumin
b-Lipoprotein
Fe-baglanmig globulin

Seruloplazmin

d) Kontraksiyon yapan proteinler

Miyozin

Glukozu fosforile eder.
Piruvat-laktat doniistimiinii yapar.
Elektronlar: transfer eder.

DNA sentezi ve tamiri yapar.

Yumurta ak1 proteinidir.

Siit proteinidir.

Dalakta demir depo eden proteindir.
Bugday tohumlarinda bulunan proteindir.

Misir tohumlarinda bulunan proteindir.

Omurgalilarin kaninda O, tasiyan proteindir.
Omurgasizlarm kaninda O, tastyan proteindir.
Kas hiicrelerinde O, tasiyan proteindir.
Kanda yag asitlerini tagiyan proteindir.
Kanda lipitleri tasiyan proteindir.

Kanda demir tagtyan proteindir.

Kanda bakir tasiyan proteindir.

Kas miyofibrillerinin kalin flamentidir.
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Aktin

Dinein

Tubilin

e) Toksinler

Clostridium botulinum toksini

Difteri toksini

Yilan zehiri

Risin

Gossipin

f) Koruyucu proteinler
Antikorlar (Antibodiler)
Komplement

Fibrinojen

Trombin

g) Hormonlar
Insulin

Glukogon
Somatotrop hormon

Oksitosin

Melanin stimulan hormon

h) Yapisal proteinler
Viral-kilif proteinleri

Glikoproteinler
Keratin
Sklerotin
Fibroin
Kollajen

Elastin

Mukoproteinler

Kas miyofibrillerinin ince flamentidir.
Silia ve flagellada yani kirpik ve kamgilarda bulunan
proteindir.

Mikrotiibiillerde yer alan bir proteindir.

Besin zehirlenmesi yapan bakteri toksinidir.
Bakteriyel toksin ve difteri etkeni olan proteindir.
Fosfogliseritleri hidrolize eden enzim proteinleridir.
Kene otu tohumu toksik proteinidir.

Pamuk ¢ekirdeginin toksik proteinidir.

Yabanc1 proteinlerle kompleks yapan proteinlerdir.
Bazi antijen-antibodi sistemi ile kompleks yaparlar.
Kan pihtist fibrinin 6nciil protein molekiiliidiir.
Pihtilasma  mekanizmasinin =~ komponenti  olan

proteinidir.

Kan glukoz seviyesini diizenler.

Glikojenin yikilmasini saglar.

Biiylime ve gelismeyi saglar.

Dogum esnasinda uterus kasinmm  periyodik
kasilmasini saglar.

Pigment sentezini stimiile eder.

Viruslarda niikleik asitlerin etrafin1 saran kilif
proteinleridir.

Hiicre duvart ve hiicre zar1 proteinleridir.

Deri, tily, tirnak ve toynaklarda bulunan proteindir.
Bocek dig iskeletinde bulunan proteindir.

Ipek bocegi kozalarmnda ve oriimcek aglarinda
bulunan proteindir.

Fibrilli bag dokusu proteinidir. Tendon, kemik ve
kikirdakta bulunur.

Elastik bag dokusunda ligamentlerde bulunan
proteindir.

Mukus salgilarinda ve eklem sivilarinda bulunan

proteindir.
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Cizelge 2.3 Proteinlerin yapilarina gore siiflandirilmasi (Goziikara 1994)

PROTEINLER YAPISAL KOMPONENTLERI ORNEKLER
VE OZELLIKLERI

a) Basit proteinler

Albuminler Suda ¢o6ziiniir doygun (NH4),S04 Serum albumini ve stit

da ¢okelirler. laktalbumini

Globulinler Seyreltik NaCl da ¢oziiniir, %50 Serum globulinleri ve bitki tohum

(NH,4),S04 doygunlugunda globulinleri
¢okelirlcr.

Histonlar Suda ¢Oziiniir, NH,OH’de Viicut  hiicrelerinde nukleik

¢cozlinmezler. asitlerle kompleks yapan
proteinlerdir.

Protaminler Suda ve NH,OH’ de ¢oziiniirler. Som baligi ve alabalik gamet
hiicresinin  salmin adi verilen
nukleoproteinidir.

Prolaminler % 70 alkolde ¢oziiniirler. Bugdayin gliadin ve misirlarin
zein proteinleridir.

Albuminoidler Biitiin ¢oziiciilerde ¢oziinmezler. Bag dokusunun kollajen ve elastin

b) Konjuge proteinler

Nukleoproteinler

Glikoproteinler

Lipoproteinler

Fosfoproteinler

Kromoproteinler

Metalloproteinler

Niikleik asitlerle kompleks yapmis
proteinlerdir. 1 M NaCl’de
¢oziinlirler.

Karbohidratlarla kompleks yapmis

proteinlerdir. Mukopolisakkarit ve

oligosakkaritler

Lipitlerle ester yapmis
proteinlerdir.

Fosfatlarla ester yapmis
proteinlerdir.

Fe-porfirin ile kompleks yapmis
proteinlerdir.
Fe, Cu ve Zn ile kompleks yapmis

proteinler.

proteinleri ve keratin

proteinleridirler.

Hiicre c¢ekirdegi ve viruslarda

bulunurlar.

Bag doku ara maddesi, goziin
saydam kismu tiikriik ve servikal
mukus salgisinda bulunur.

Serum lipoproteinleri ve yumurta
saris1 proteinleridir.

Siit kazein proteini ve yumurta
vitellin proteininde bulunur.
Hemoglobin ve miyoglobinde
bulunur.

Plazma proteinleri transferrin,
seruloplazmin, karbonik anhidraz,

triptofan oksigenaz proteinleridir.
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2.2.3 Proteinlerin denaturasyonu ve renaturasyonu

Ug boyutlu bir yapiya sahip olan ve biyolojik bakimdan aktif olan proteinlere yapisi
bozunmamis anlamina gelen dogal proteinler adi verilmektedir. Peptit baglar
koparilmadan bir proteinin {i¢ boyutlu yapisinin bozulmasina ve aktivitenin kaybolmast
olayma ise denaturasyon adi verilmektedir. Bir proteinde biyolojik aktivitenin bozulmasi

ve ¢Ozilinlirliigiin degismesi, denaturasyon i¢in bir kriter olarak kabul edilmektedir.

Proteinler genellikle asagidaki kosullar altinda denature olmaktadir.
1- Proteinler 50-60 °C’1n tistlindeki sicakliklarda denature olmaktadir.
2- Proteinler pH 4’iin altinda ve pH 10’un {lizerinde denature olmaktadir.
3- Proteinler alkol, aseton ve eter gibi organik ¢oziiclilerle veya tire, f-
merkoptoetanol ve guanidin HCI gibi bilesiklerle muamele edildiklerinde denature

olmaktadirlar.

Eger protein kuaterner bir yapiya sahipse denaturasyon kosullar1 altinda iki tiirlii degisme

ortaya ¢ikmaktadir.

1-  Proteinin subiiniteleri birbirinden ayrilmaktadir.
2- Her bir subiinitenin ve tersiyer yapiya sahip tek  polipeptit
zincirlerinin ~ konformasyonu, yani  ii¢  boyutlu  yapist  bozularak

tesadiifi kivrilmalar ve biikiilmeler meydana gelmektedir.

Denaturasyon eger ilimli kosullarda gergeklestirilmis ise bazen kuaterner yapiya sahip
proteinlerin sadece subiiniteleri biribirinden ayrilmakta; fakat tersiyer yapilari
bozulmamaktadir. Boyle durumlarda denature edici faktor ortadan kalktiginda protein eski
konformasyonunu, dolayisiyla aktivitesini geri kazanabilir. Proteinler, bozulmus durumda
iken tekrar iic boyutlu yapilarin1 kazanmalar1 ve yeniden biyolojik aktivite gostermeleri

olayina renaturasyon adi verilmektedir (Goziikara 1994).
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Daha ekstrem kosullarda denaturasyon uygulanacak olursa denaturasyon tersinir veya
tersinmez olarak ortaya g¢ikmaktadir. Ornegin yumurtanin pisirilmesi ile yumurta aki

proteinin kuagiilasyonu tersinmez bir degismedir.

Oligomer proteinlerin analizinde bir deterjan olan ve genellikle denature edici bir ayirag
olarak sodyum dodesil siilfat (SDS) kullanilmaktadir. SDS’in proteinler ile yaptig
kompleks negatif yiiklii ve cubuk sekilli partikiillerden ibarettir. SDS, her bir farkli
proteine ancak belirli oranlarda baglanabilmektedir. Bu negatif yiiklii SDS-protein
kompleksleri genellikle biribirini itmekte ve proteinlerin bir araya gelmeleri yani
agregasyonlar1 Onlenmektedir. Bu ayirag daha c¢ok proteinlerin poliakrilamid jel
elektroforezinde molekiil agirliklarini tayin etmek i¢in kullanilmaktadir. SDS-protein
kompleksinin elektoforetik alanda hareket etmesi tamamen molekiil agirligina bagh bir

olaydir (Goziikara 1994).
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2.3 Debaryomyces hansenii proteinleri

Debaryomyces hansenii proteinleri biyoteknolojide pek c¢ok alanda kullanilmakta ve
gelecek icin bir o kadarini da vadetmektedir. Giiniimiizdeki kullanim alanlarinin basinda
peynir iiretimi, et fermentasyonu ve litik enzimlerin iiretimi gelmektedir. Yapilan
calismalar D. hansenii'nin igerdigi fosfatazlar, C4-esterazlar, C8-esteraz-lipazlar, 16sin
arilamidazlar, valin arilamidazlar, aminopeptidazlar, p-galaktozidazlar’in peynir
tiretiminde Oonemini ortaya koymustur (Van den Tempel and Jacobsen 2000). Ayrica D.
hansenii nin sentezledigi peptidazlarin B-kazein tiirevi peptidlere karsi etkili oldugu ve bu
durumun peynirde olusan proteolitik aktiviteyi etkiledigi anlasilmistir (Kumura et al.
2002). D. hansenii'nin et fermentasyonunda aroma vermenin yanisira fermentasyon
esnasinda da gorev aldigina dair bazi bilgiler elde edilmistir. Mayadan elde edilip
saflagtirilan propil aminopeptidaz, arginil aminopeptidaz ve glutaminaz enzimleri bunun
gostergesi olarak goriilmektedir. D. hansenii’nin sentezledigi proteazlar bira ve sarap
sektoriinde protein bulanikliklarinin giderilmesinde kullanilmaktadir. Yine D. hansenii nin
sentezledigi B-glukozidazlar seliillozu hidrolizleyip glukoza cevirebilirler. D. hansenii nin
bu yetenegi ticari agidan olduk¢a Snemlidir (Saha and Bothast 1996). Besancon et al.
(1995) yaptig1 calismada D. hansenii’den izole ettigi esteraz enziminin (EC 4.1.1.1) sarap
yapimi i¢in ana enzimlerden biri oldugunu ortaya koymustur. Gida endiistrisindeki tiim bu
faydalarinin yanisira bozulmalara da sebep oluyor olmasi bu mayanin incelenmesini
onemli kilan bir diger konudur. D. hansenii nin bazi1 toksinleri iiretme ve tolere etme
yetenegi, ekonomik prosesler gelistirilerek toksinin kendisinin iiretimi veya bazi
ortamlarda istenmeyen mikroorganizmalarin liremesinin engellenmesinde kullanilabilecegi

icin biyoteknolojik arastirmalar igin ilgi ¢ekici olabilir.

Debaryomyces hansenii’nin biyoteknolojideki bu Onemi neticesinde son yillarda
tanimlanan protein sayisi hizla artmis, endiistriyel dneme sahip toksinleri ve enzimleri

lizerine yapilan arastirmalar oldukga popiiler hale gelmistir.
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Santos et al. (2002), yaptig1 ¢alismada D. hansenii CYC 1021'in toksininin hiicre
duvarindaki (1-6)-B-glukan baglarina baglanarak etki ettigini ve Trichosporon cutaneum ve

C.zeylanoides tarafindan iiretilen toksinlere kars1 dayanikli oldugunu bildirmistir.

Marquina et al. (2001), D. hansenii CYC 1021’in toksin {iretiminin farkli besi yerlerinde,
pH'larda, sicakliklarda ve farkli maddelerin varliginda nasil degistigini ve toksin
stabilitesinin sicaklia olan duyarliligini arastirmistir. Bugiine kadar pek ¢ok toksin iireten
maya tanimlanmistir. Bunlarin ticari proseslere uygulanmasi i¢in iki temel asama
gereklidir: antimikrobiyal ajanlarin yiiksek verimle tiretilmesi ve ekonomik bir saflagtirma
yontemi. Bu calismada, ¢ok farkli tiirlere karst %6 NaCl varliginda oldiiriicii etkisi
bulunan D. hansenii, zeytin salamurasindan izole edilmistir. Ayni salamuradan

bozulmalara sebep olan Candida boidinii sensitif tiir olarak secilmis ve izole edilmistir.

Aragtirmalar YNB (%1 glukoz, %0,67 YNB (yeast nitrogen base)) ve YMB (%1 gukoz,
%0,3 maya 0ziitli, %0,3 malt 6ziitii, %0,5 proteoz pepton) olmak lizere iki farkli besi
yerinde siirdiiriilmiistir. YMB besiyerinde 0.31 st ve YNB besiyerinde 0.18 st” cogalma
hizlar1 gozlenmistir; ancak toksin {iretimi sadece YMB'de tespit edilmistir. Dolayisiyla
toksin calismalar1 sadece YMB'de iiretilen mayalarla yapilmustir. Ustel (logaritmik) fazdan
sonra toplanan mayalarda toksin iiretim veriminin %17 diigmesinden de anlasilabilecegi
gibi D. hansenii'nin toksin iiretimi mekanik gerilimden (santrifiij veya calkalama gibi)

hafifce etkilenmektedir.

Calismada, toksinin pH 4,5 ve altinda stabil oldugu anlagilmistir. pH 4.8’e¢ ¢iktiginda
aktive oldukc¢a diismiis (%90) ve pH 5,1'e ¢iktiginda aktivite yok olmustur. Toksin 15 °c
ve altinda 1 hafta aktivitesini koruyabilirken, 20 °C'de 5 giin %25 kayip ile, 25 °C’de 7
giin %45 kayip ile ve 30 °C'de 1 giin %50 kayip ile korunabilmistir. Ayrica toksin
tiretimini en ¢ok arttiran maddelerin DMSO (1,7 kat) ve non-iyonik deterjanlar (Triton X-
100, Igepal CA-630, Brij-58 1,2 kat) oldugu saptanmustir. Farkli katki maddeleri

varliginda toksin iiretimi ve spesifik aktivitelerinin degisimi Cizelge 2.4 te gosterilmistir.
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Cizelge 2.4 D. hansenii CYC 1021 toksininin farkli bilesiklerin varliginda tiretimi
(Marquina et al. 2001)

Ek madde Derisim (ppm)  Ozgiil cogalma Protein (mg/ml) Spesifik aktivite
hizi (st ! ) (AU/mg)
Kontrol - 0.31 0.241 1378
Triton X-100 10 0.28 0.286 1637
Brij 58 1000 0.29 0.301 1724
PEG-400 100 0.29 0.286 1810
PEG-1500 100 0.30 0.287 1723
Igepal CA-630 100 0.24 0.301 1724
DMSO 100 0.30 0.107 2327

Besiyerine salgilanan bir kisim toksinin (1— 6)-B-D-glukan baglarinda tutuldugundan ve

proteazlar ile pargalandigindan dolayi izole edilememis oldugu diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, D. hansenii CYC 1021'in toksin liretiminin YMB besiyerinde ¢ogalma
bagimli bir cevap olarak gerceklestigi, iistel faz ve duragan fazin baslangicinda iiretim
oldugu, toksin iiretimi ve stabilitesinin pH, sicaklik ve katki maddelerinden etkilendigi

ortaya konmustur.

Bolumar et al. (2008), D. hansenii’nin hiicre dis1 proteolitik enzimleri ile yaptigi
calismada, proteaz A (PrA) ve proteaz D (PrD) enzimlerini izole etmis ve tanimlamistir.
Yapilan ¢aligmada PrA’nin pH 5-6 araliginda, PrD’nin ise pH 7-8’de aktif oldugu ve
enzimlerin sirasiyla 55 kDa ve 68 kDa molekiil agirligina sahip oldugu ortaya konmustur.
Bu enzimlerin tanimlanmasi, etlerin kiirlenmesi ve sarap fermentasyonu gibi proseslerde

D. hansenii’nin rolii oldugunun bir kanit1 olarak gosterilebilir.
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Debaryomyces hansenii’'nin UniProt veritabaninda bugiline kadar 6380 adet proteini
tanimlanmistir (www.expasy.ch). Bu proteinler arasindan 2869 tanesi biyolojik
proseslerde, 1981 tanesi hiicre yapisinda ve 3336 tanesi ise molekiiler fonksiyonlarda
gorev almaktadir. Yine bu proteinler arasinda enzim siniflandirmasi ile iligkilendirilen

toplam 355 protein bulunmaktadir (Sekil 2.2).

3-hidrolazlar(115) 4-liyazlar({12)

W——  S-izomerazlar(16)

—  b-ligazlar|25)

—— l-oksidorediiktazlar

(63)
2-tranferazlar(124)

Sekil 2.2 Debaryomyces hansenii’nin enzim smiflandirmas1 ile iliskilendirilen

proteinlerinin dagilimi (www.expasy.ch, erisim tarihi: 24 Ocak 2010)

2.4 Proteombilim (Proteomiks)

2.4.1 Proteombilimin tanimi ve uygulamalar:

Biyolojik alanlarda yapilan c¢alismalar hizla tekli analiz metodlarindan global sistem
yaklagimlarma dogru degisim gostermektedir ve bu calismalarin tiimiinde, bilesenlerin
tanimlanmasi sistemin anlasilmasi i¢in temel adimi olusturmaktadir. Bugiine kadar genom
bilimi bu dogrultuda 6nemli bir zemin hazirlamis ve pek ¢ok organizmanin tam genom
sekanslari ¢ikarilarak degerli veriler elde edilmistir. Ekspresyon profili analizleri sayesinde

ise bagil transkript seviyeleri hakkinda bilgi edinilmistir. Ancak aragtirmalar gostermistir
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ki, organizmada bulunan mRNA seviyeleri ile protein seviyeleri arasinda oldukg¢a zayif
ilinti bulunmakta ya da hic¢ ilinti bulunmamaktadir. Bu sayede, protein mekanizmalarinin
bagimsiz olarak incelenmesinin, protein miktar analizlerinin ve profillendirilmesinin énemi

anlagilmistir (Patterson 2000).

Bu ylizyilin en biiyiik bilimsel basarisi insan genom sekansinin tamamlanmasi olmustur.
Projenin en sasirtict sonucu ise insanin neredeyse bir sinek ya da solucanla benzer genlere
sahip oldugunun anlagilmasidir. insanin karmasik organizmasinin ve diger tiim organizma
sistemlerinin agiklanmasi i¢in gen iirlinlerinin yani proteinlerin incelenmesi gerektigi

sonucu ortaya ¢ikmistir (Dhingra et al 2005).

Proteom kavrami ilk defa Wilkins (1995) tarafindan ortaya atilmistir. Wilkins’e gore
genom proteomla esdegerdir yani bir gen bir protein iretiminden sorumludur.
Proteombilim (proteomiks) ise genom tarafindan ifade edilen proteinlerin sistematik
analizidir. Ancak genomdan proteoma dogru yapilan yolculukta ¢ok yollar katedilmis,
genler ile proteinler arasinda daha karmasik iliskilerin bulundugu goriilmiis ve bir genin
birden fazla proteinin sentezinden sorumlu olabilecegi anlasilmigtir. mRNA seviyeleri
protein sentezi hakkinda bilgi vermedigi i¢in proteinlerin dogrudan analizi zorunlu hale
gelmistir. Ne var ki, bir hiicrenin protein profili hiicre i¢i veya hiicre dis1 herhangi bir stres
etkisi ile daima degisim gostermektedir. Proteombilimin en biiylik avantajlarindan birisi
mRNA basamagindan sonra gelisen olaylar1 izleyebilmek, bir digeri ise proteinler
arasindaki etkilesimleri inceleyebilmektir. Boylece hiicrenin spesifik bazi proseslerini ve
yolaklarin1 anlamamiza olanak saglar. Proteom bilimde amag¢ sadece proteinleri
tanimlamak degil, ayn1 zamanda protein profili haritalarini olusturmak olmalidir. Bu amag
dogrultusunda molekiiler biyoloji, biyokimya ve biyoinformatik gibi farkli disiplinler bir
arada kullanilmalidir. Dolayisiyla erken donemlerde yapilan proteom tanimi (Wilkins
1995) oldukca dinamik bir dogaya sahip proteom i¢in yetersiz kalmaktadir. Proteomun
tanim1 “belli bir zamanda belli bir hiicrenin, izoformlar1 ve modifikasyonlar1 da dahil

olmak iizere tiim protein icerigi” seklinde olmalidir (Dhingra et al 2005).
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Genom tarafindan ifade edilen proteinlerin biiylik 6l¢ekli tanimlanmasi ve fonksiyonel
analizi proteombilimin bir diger tanimidir ve bu agidan degerlendirildiginde proteom;
genomun protein tiimleyeni olarak da ifade edilebilmektedir. Baska bir deyisle,
genombilim bir sozliikteki kelimeleri simgelerken, proteombilim o kelimelerin tanimlarin
simgelemektedir. Bu proteinlerin birbirleriyle, cevreleriyle ve diger proteinlerle

etkilesimleri ise anlamli bir dilin gramerini olusturmaktadir (Unlii 2007).

Genombilim DNA’dan protein olusumuna kadar devam eden siireci incelerken,
proteombilim translasyon basamagini ve sonrasinda sentezlenen proteinlerin kimyasal
modifikasyonlarini incelemektedir. Translasyon sonrasinda proteinin yapisinda meydana
gelen degisimlere “post-translasyonel modifikasyonlar” adi verilmektedir. Glikozilasyon,
fosforilasyon, ubikinitasyon, metilasyon, asetilasyon ve lipidasyon en yaygin olarak
goriilen post-translasyonel modifikasyonlardir. Bu modifikasyonlar protein O6mriind,
lokalizasyonunu, protein etkilesimlerini ve aktivitesini etkileyen ¢ok Onemli gorevlere
sahiptirler. Hayvanlarda ve bitkilerde, gelisimin, fizyolojinin ve hastalik olusumunun tiim
sirlart genelde bu modifikasyonlarda gizlidir. Giiniimiizde ayirma teknolojileri ve kiitle
spektrometreleri beraber kullanilarak, post-translasyonel modifikasyonlarin tespit edilmesi
miimkiindiir, ancak tespit edilen modifikasyonlar ile protein fonksiyonunu dogrudan

tahmin edebilmek igin yeterli veri birikimi olugsmamistir (Dhingra et al 2005).

Gilinlimiizde proteombilim en ¢ok tip, patoloji, toksikoloji, ilag gelistirme ve
mikrobiyolojide kullanilmaktadir. Hastaliklarin tedavisinde proteinlerin teshis ve tedavi
belirtegleri olarak saptanmasi, patojen analizi, ila¢ hedeflerinin ve ila¢ tasariminin
arastirilmasi ilgilenilen konulardir. Ancak proteombilim tek basina uygulanabilen, baska
bilimlerden bagimsiz olarak kullanilabilen bir yontem degildir. Kullanildigi alana gore
proteombilimin esas giicli, molekiiler biyoloji, protein biyokimyasi ve/veya biyofizik ile

birlestirildiginde ortaya ¢ikmaktadir (Unlii 2007).

34



2.4.2 Proteombilimde kullanilan yontemler

Proteombilimde kullanilan yontemler temel olarak proteinlerin ayrilmasi ve ardindan kiitle
spektrometreleri ile analizlenmesi esasina dayanir. Bu amagla en yaygin olarak kullanilan
teknikler, proteinlerin 2D-PAGE ile izolelektrik noktalarina ve molekiiler agirliklarina gore
ayrilmas1 ve ardindan MALDI (Matriks Yardimc1 Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon) ile
analizlenmesidir. Bu teknik klasik proteombilim teknigi olarak da bilinir. Son yillarda
proteinlerin ¢ok boyutlu sivi kromatografisi ile ayrilmast ve ardindan yine MALDI ile

analizlenmesi seklinde de ¢alismalar yapilmaya baglanmustir.

2.4.2.1 Ornek hazirlama

Ornek hazirlama tiim proteom analizi boyunca en énemli basamaklardan bir tanesidir. iki
boyutlu jel elektroforezi dncesinde, protein 6rnegi suda ¢oziiniir hale getirilmeli, denature
edilmeli, proteinler arasindaki baglar koparilmali ve girisim yapabilecek kalintilar
uzaklagtirnlmalidir. Bu islemler yapilirken protein Orneginde higbir kalintt

birakilmadigindan emin olunmalidir.

Yapilmas1 gereken ilk islem hiicrenin ya da dokunun pargalanmasidir. Bunun i¢in sivi
azotta dondurma, havanda dévme, homojenizatérde homojenize etme, lizis tamponu ile
muamele, enzim ile muamele, mekanik parcalama teknikleri veya bu yontemlerin farkli
kombinasyonlar1 kullanilabilir. Hiicreler parcalandiktan sonra kalintilar yiiksek hizda
santrifiij ile ortamdan uzaklastirilirlar. Bu islemlerde nihai amag, proteinleri hiicrede
bulundugu sekilde primer yapilarii koruyarak elde etmek ve modifikasyona ugrama
olasiliklarint minimize etmektir (Dhingra et al 2005).

Elde edilen proteinleri suda ¢oziiniir hale getirmek icin kaotropik ajanlar veya NP-40,
Triton X-100, CHAPS ve SDS gibi etkili deterjanlar kullanilir. Protein modifikasyonlarin
engellemek i¢in enzim aktivitelerini inhibe eden fire, disiilfit baglarin1 koparmak icinse
DTT (dithiothreitol) kullanilir. Bromofenol blue (aniyonik boya) ise jel elektorforezinin
takibi i¢in kullanilir (Dhingra et al 2005).
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2.4.2.2 iki boyutlu jel elektroforezi

Proteomik caligmalarin en 6nemli gereksinimi proteinlerin yiiksek kalitede ayrilmasini
saglamaktir. Bu calismalar i¢in ¢i1gir agma niteliginde olan iki boyutlu jel elektroforezi 35
yil dnce O’Farrel (1975) tarafindan tanitilmistir. Bu teknik sayesinde proteinler iki boyutlu
olarak ayrilirlar: birinci boyut proteinleri bir pH gradienti boyunca izoelektrik noktalarina
(pD) gore ayirirken, ikinci boyut SDS-PAGE ile molekiiler boyutlarina gore ayirir. Bu iki
teknigin birlesmesiyle proteinler jel {izerinde bir nokta (spot) olacak sekilde haritalanirlar.
Bu harita belli bir protein 0rneginin parmak izi gibi diisiiniilebilir. Bir hiicrenin farklh
kosullarda veya sathalarinda elde edilen bunun gibi iki parmak izi karsilastirilarak ifadesi
artan ve azalan proteinler ya da var iken yok olan, yok iken var olan proteinler tespit
edilebilir. Boylece hiicrenin o safhasinda 6nem kazanan proteinler belirlenebilir ve

metabolik yolaklarin agiklanmas1 miimkiin olabilir (Dhingra et a/ 2005).

Birinci boyutta kullanilan izoelektrik odaklama jelleri, poli akrilamid bir jele amfolitler
eklenerek hazirlanabilmektedir. Belli pl degeri araligina sahip amfoterik maddeler olan
amfolitler; diizgiin iletkenlik ve yiiksek tamponlama kapasitesine sahip, izoelektrik
noktasinda ¢oziiniir ve odaklanan proteinlerle etkilesimi en az diizeyde olacak sekilde
secilmelidir. Izoelektrik odaklama jellerinin bir diger tiirii immobilinlerdir. Amfolitlere
benzer yapida olan immobilinler, poliakrilamit jel i¢ine tutuklanmislardir (tutuklamis pH
gradyenleri, IPG) ve &n odaklama islemi gerektirmezler. Immobilinler tutuklanmig
olduklarindan, pH gradyeninin siirikklenme olasiligi bulunmamaktadir. Mekanik acidan
daha dayanikli ve daha kararli olmalar1 nedeniyle giliniimiizde IPG seritleri olarak da
bilinen immobilinler tercih edilmektedirler (Unlii 2007). IPG seritlerle proteinlerin ayrilma
prensibi Sekil 2.3’te sematik olarak gosterilmistir.

Ikinci boyut ayrrmada; izoelektrik odaklamalari tamamlanmis olan proteinleri igeren
birinci boyut jeli, yatay olarak sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel yiizeyine
oturtularak, dikey bir elektrik akimi uygulanir ve izoelektrik noktalarina gére ayrilmis olan
proteinler, sodyum dodesil stilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) yontemiyle
molekiiler agirliklarina gore birbirinden ayrilirlar (Sekil 2.4). Bu sekilde ikinci boyut

ayirma da tamamlanmis olur. Elde edilen jeldeki proteinler ¢esitli boyama teknikleri ile
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goriiniir hale getirilirler (Unlii 2007). En yaygmn kullanilan boyama teknikleri Coomassie

Blue, glimiis boyama ve florasan boyama teknikleridir (Gromova and Celis 2006).

a)
PH 3 4 5 6 7 8 9 10
9,5
Anot [ ] @ Katot
g 6
D,
Net Yuk (-2) (0) (-2)
b)
PH 3 4 5 6 7 8 9 10
Anot £ > ) 9 Katot
(+) @ Q== 9,9 (-)
Net YUk (-2) (0) (-2)

Sekil 2.3 (a) Izoelektrik odaklama 6ncesi (b) izoeletrik odaklama sonrasi proteinlerin IPG

seritler lizerindeki sematik gosterimi
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Sekil 2.4 Proteinleri SDS-PAGE yoOntemiyle ayirma isleminin sematik goriintiisii

2D-PAGE yontemi yiiksek ayirma giicline sahip, tek bir jelde yiizlerce proteini tespit
etmeye olanak saglayan ekonomik bir yontemdir. Bu teknikte ¢ok asidik ve ¢ok bazik veya
cok kiiciik ve cok biiylik proteinlerin tespiti zor olmasina ragmen, gelisen optimizasyon
caligmalariyla bu sorunda hizla asilmaktadir. Dogrudan kiitle spektrometresiyle protein
analizine olanak saglayan teknikler heniiz gelistirilemediginden, 2D-PAGE yoOntemi
proteomik analizler agisindan popiilerligini uzun yillar koruyacaktir (Isaaq and Veenstra

2008).

2.4.2.3 Matriks yardimci lazer desorpsiyon iyonizasyon (MALDI)

Kiitle spektrometreleri iyon olusturma ve bu iyonlar1 kiitle/yiik oranlarina (m/z) gore
ayirma yetenegine sahip cihazlardir. Ayirmanin saglanabilmesi i¢in cihaz i¢inde elektrik ya
da manyetik alanlar olusturulmustur. Bu alanlar iyonlarin uzaysal yoriingelerini, hizinmi
ve/veya istikametini etkileyerek ayirma saglarlar. Elektromanyetik alanlar iyon hareketini

iyonun kiitlesiyle ters orantili ve iyonun yiikiiyle dogru orantili olarak etkiler. Boylece
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molekiiler kiitlenin tespit edilebildigi, iyon bolluguna (abundance) karsi m/z oranini

gosteren kiitle spektrumlari elde edilir.

Kiitle spektrometresinin temel bilesenleri iyonlastiric1 kaynak, analizér, detektdr, veri
islemcisi ve vakum pompasidir. Etkili bir ayirma i¢in iyonlarin hava molekiilleriyle
carpismasi engellenmeli, yani analizér ve dedektdér vakumlu ortamda bulunmalidir. Iyon
iretimi ise iyonlagtirma kaynaginin tiiriine gore atmosferik basing ya da vakum altinda

gergeklestirilebilir (Canas ef al 2006).

Elektromanyetik alanlarda ayirmanin saglanabilmesi i¢in notral molekiillerin iyonlara
donistiiriilmesi ve ihtiyag halinde gaz faz haline ge¢meleri gerekmektedir. Peptid ve
proteinlerin yiiksek molekiiler agirliklart ve polar yapilart goz Oniline alindiginda,
iyonlastirict kaynak protein ya da peptidleri hem iyon haline hem de gaz faza geg¢irmelidir.
Cesitli iyonlastiric1 kaynaklar arasinda sadece ESI (elektrosprey iyonizasyon) ve MALDI
(matriks yardimei lazer desorpsiyon iyonizasyon) proteinlerle ¢alismaya uygundur. ESI ile
iyonlar atmosferik basing altinda olusturulurken, MALDI’de atmosferik basing veya

vakum altinda olusturulabilir.

Analizdr, iyonlastiric1 kaynakta elde edilen iyonlarin ayrilmasini saglayan cihaz kismidir.
Bu kisimda elektrik veya manyetik alanlar kullanilabilir. Tiim analizorler uygun bir
iyonlagtirict kaynak ile birlestirildiginde peptid ve proteinlerle c¢alismaya uygundur.
Kullanim kolaylig1 ve diisik maliyetleri nedeniyle en yaygin kullanilan analizorler
kuadrupoller, ucus siiresi (TOF-time of flight) cihazlar1 ve iyon tuzaklaridir (Canas et al

2006).

Proteomik calismalarda en yaygin olarak kullanilan MALDI’nin (Karas and Hillenkamp
1988) prensibi, ultraviyole 1sinlar1 absorblama 6zelligine sahip bir matriksin kullanilmasina
dayalidir. Peptid karigimi ve matriks uygun bir ¢oziiciide ¢oziilerek karigtirilir ve 6rnek
yiikleme plakalarina aktarilir. Daha sonra c¢oziiclinlin buharlagsmasina izin verilir ve

boylece kristallesmis matriks molekiilleri arasina gomiilii peptidler elde edilmis olur.
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Ornek plakasi cihaza yerlestirilir ve vakum altinda, genellikle nitrojen kaynakli UV lazeri
ile uyarilar (pulse) yapilir. Matriks molekiilleri lazerin enerjisini absorblar ve peptid
molekiillerini de beraberinde tasiyarak gaz fazda iyon haline gegerler. MALDI
iyonlastirma yontemi Sekil 2.5’te sematik olarak gosterilmistir (Canas et al 2006).

Lazer i51m

iyonu

“Analit/Matriks
kangimi

=)
Sekil 2.5 MALDI iyonlastirma yonteminin sematik gdsterimi

MALDI yarismali bir proses oldugundan, bir analitin iyonlagsmasi digerleri tarafindan
inhibe edilebilmektedir. Dolayisiyla triptik peptid karisimlarinda arjinin igeren peptitler bu
amino asitin giiclii gaz faz bazligindan dolay1 ayricalikli olarak iyonlagsmaktadirlar. Lizinin
de bazikliginin artirilabilmesi i¢in kimyasal prosediirler gelistirilmistir. Fosfopeptitler ise
fosfat grubunun asidik 6zelliginden dolayt MALDI’de zayif iyonlasmaktadirlar (Unlii
2007).

Sinapinik asit ve a-siyano-4-hidrosinnamik asit sirasiyla, protein ve peptid analizi i¢in en
cok kullanilan matrikslerdir. 2,5-Dihidroksi benzoik asit de peptid haritalandirilmasinda
siklikla kullanilmaktadir. Matrikslere eklenen kimyasal katkilarin fosfopeptitlerin daha iyi
iyonlagmasinda ya da genel olarak MALDI performansini artirmada faydali olabilecegi
iddia edilmektedir. Oktil-beta-glukosit gibi birka¢ ndtral deterjan, peptid iyonlasmasi ile
uyumludur ve MALDI performansini artirabilir, ancak sodyum dodesil stilfat gibi yiiklii
deterjanlarin zararl etkisi bulunmaktadir. Diisiik derisimlerdeki tampon ve tuz gibi 6rnek

kontaminasyonlarina karsi toleransi oldugu icin her durumda MALDI, ESI’ya gore daha
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avantajhidir. 2M derisimindeki {ire gibi kaotropik ajanlarin varliginda bile spektrum elde
edilebilmektedir. MALDI-TOF kiitle spektrometre, 400 ile 350 000 Da molekiil
agirh@indaki  proteinler, peptitler, oligosakkaritler =~ ve  oligonikleotitler  gibi

biyomolekiillerin dedeksiyonu ve tanimlanmasinda kullanilabilmektedir (Unlii 2007).

2.4.2.4 Proteinlerin tanimlanmasi

Protein ifade profillerinin ¢ikarilmasinda ve protein tanimlamasinda ilk adim genelde 2D-
PAGE ile baslar ve boylece proteinler izoelektrik noktalarina ve molekiiler agirliklarina
gore ayrilmis olurlar. Ayrilan proteinler glimiis, Coomassie Blue veya florasan boyalarla
boyanarak goriiniir hale getirilirler ve genelde jel icinde spesifik proteazlarla (6rnegin
tripsin) peptidlere parcalanirlar. Elde edilen peptidler jel pargalarindan ekstrakte edilir ve
MALDI-tof MS ile analizlenir. Bir proteine ait peptidlerden elde edilen kiitle spektrumu, o
proteinin parmak izini olusturur. Bu ydntemle proteinler femtomol seviyesinin altinda

duyarlilikla tanimlanabilirler.

Deneysel olarak elde edilen kiitle profilleri, veri tabanlarinda bulunan ayni proteinin ayni
enzimle bilgisayar simiilasyonu ile hazirlanmis teorik kiitle profilleri ile karsilastirilir. Veri
tabaninda bulunan proteinler, eslesen peptid oranlarma gore belirli bir kiitle hata
toleransiyla siralanirlar. Ancak bir proteinin parmak izi beklenen tiim teorik peptid
kiitlelerini icermez. Ayrica tripsin otolizinden ve keratin kontaminasyonundan hatali pikler
olugabilir. Bagarili bir protein tanimlamasi i¢in, MALDI piklerinin dogrulugunun ytiksek
olmas1t ve zengin bir veri tabani kullanilmasi gerekmektedir. Bir proteinin basar ile
tanimlanmas1 i¢in, bes ya da daha fazla peptitin 30 ppm’den diisiikk hassasiyet ile
belirlenmesi, deneysel ve teorik dizinlerin % 15 oraninda eslesmesi gerekmektedir (Canas

et al 2006).

1993 yilindan bu yana, peptid kiitle parmak izi (PMF) ve MALDI-TOF kombinasyonu en
hassas, hizli ve giivenilir protein tanimlama yontemi olmustur. Son 12 yilda tanimlanan

proteinlerin ¢cogu bu yontem kullanilarak tespit edilmistir. Pek ¢ok arama motoruna

41



(MASCOT: www.matixscience.co.uk, PROFOUND: http://prowl.rockefeller.edu/prowl-
cgi/profound.exe, MSFIT: http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-
bin/msform.cgi?form=msfitstandard, ALDENTE: http://www.expasy.ch/tools/aldente)

internet lizerinden ulasilabilmektedir (Canas et al 2006).
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2.5 Debaryomyces hansenii Proteomu

Debaryomyces hansenii, sahip oldugu 6zelliklerle bir¢cok arastirmanin konusu olmaya ve
bilim adamlarinin son derece ilgisini ¢cekmeye baslamistir. Son yillarda bu maya iizerine
yapilan g¢aligmalar hiz kazanmistir. Ancak hem bu mayanin hem de proteombilimin
Oneminin yeni anlasiliyor olmasi nedeniyle, D. hansenii ile ilgili proteom verileri olduk¢a
sinirlidir. Bu boliimde, bu konuda yayimlanan tek caligmanin bulgular1 6zet olarak

verilecektir.

Gori et al. (2007) Debaryomyces hansenii CBS 767 nin tuz stresi karsisindaki proteomik
degisikliklerini incelemislerdir. Besiyeri olarak YNB (yeast nitrogen base: 6.7g/L YNB ve
10g/L glukoz) kullanilmis ve besiyeri 4.0 mM Na,HPO4.2H,0 ve 46 mM NaH,PO4.H,O
kullanilarak pH 5.3’e tamponlanmistir. NaCl eklenmesi iistel ¢ogalma fazinin ortasinda
gerceklestirilmis, %8 ve %12’lik tuz konsantrasyonlarinda denemeler yapilmistir. Mayanin
cogalmast 600 nm’de spektrofotometrik olarak Olgiilmiis ve Olgtimlerin 0.2-0.6 deger
araliginda kalmasi i¢in seyreltmeler yapilmistir. D. hansenii’nin tuz stresi karsisinda
protein sentezlemesinde nasil degisiklikler oldugunu anlamak i¢in iki boyutlu jel
elektroforezinden (2D-PAGE) ve radyoaktif isaretleme yontemlerinden yararlanilmigtir.
Radyoaktif isaretleme i¢in proteinler, 30 dk boyunca 100 pCimL™" L-[*’S]-metiyonin ile

muamele edilmistir.

Ornekler tuz eklenmesinden hemen 6nce ve 0.5, 1.5 ve 2.5 saat sonra alinmustir. Farkli
zamanlarda farkli tuz derisimlerinde alinan protein 6rnekleri incelenmis ve L-[*S]-
metiyoninin protein inkoporasyonu tespit edilerek protein dinamikleri aciklanmaya
calisilmigtir. Radyoaktif olarak isaretlenmis ve isaretlenmemis proteinler ekstraksiyon

tamponuyla elde edilmistir.

NaCl’iin biiylime {izerine etkisini incelemek i¢in {istel ¢ogalma fazinin ortasinda %8 ve
%12 oranlarinda tuz ilave edilmis ve mayanin ¢ogalma egrileri karsilastirtlmistir. Tuzun D.

hansenii nin ¢ogalmasi iizerine etkisi Sekil 2.6’da goriilmektedir. Tuz eklenmesi
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bliylimede bir gecikme yaratmis; ancak son hiicre konsantrasyonunu etkilememistir. NaCl
eklenmesinden dnce en yiiksek 6zgiil cogalma hiz1 0.22 st iken %8 tuz konsantrasyonlu

ortamda 0.15 st ve %12’lik ortamda 0.11 st ™' oldugu saptanmustir.

100
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1
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Sekil 2.6 Debaryomyces hansenii CBS 767°nin %0, %8 ve %12 NaCl iceren YNB
besiyerinde ¢ogalma egrisi (m—%0 NaCl, e—%8 NaCl, A—%12 NaCl.
Grafikteki ok tuz eklenme anini ifade eder) (Gori et al. 2007)

Yapilan iki boyutlu jel elektroforezlerinde, radyoaktif isaretli protein denemelerinde 738
tane protein spotu tespit edilmistir. D. hansenii proteinlerinin pek ¢ogu 30 000-80 000 Da
arasinda olsa da belirteg olarak kullanilan proteinler 6 000-100 000 Da arasindadir. D.

hansenii proteomunun geneli pl 5.0-6.5 arasindadir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 Tuzsuz YNB besiyerinde ¢ogalan Debaryomyces hansenii CBS 767’nin iki
boyutlu jel elektroforezi (Gori et al. 2007)

MALDI-TOF MS ile glikolitik enzimler, niikleik asit ve aminoasit sentezinde gorev alan
biyosentetik enzimler ve 1s1 sok (heat shock) proteinleri gibi genis bir ¢ercevede toplamda
47 protein spotu tanimlanmistir. Tanimlanan proteinler ve Ozellikleri Cizelge 2.5°te

goriilmektedir.
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Cizelge 2.5 Debaryomyces hansenii CBS 767 nin tanimlanan proteinlerinin biyolojik

fonksiyonlarina gore siniflandirilms listesi (Gori ef al. 2007)

Hesaplanan Deneysel
Hesaplanan molekiiler Deneysel molekiiler Eslesen  Kapsama
Gen Gen iiriinii pl agirhk (Da)  pl agirhk (Da)  peptit (%)
Energy metabolism
Glycolysis
ENO1 Enolase 5.28 47210 57 48200 20 49
FBAT Aldolase 5.34 39448 5.7 43500 14 45
GPMT Phosphoglycerate mutase 5.51 27554 5.9 31600 11 59
PGK1 3-Phosphoglycerate kinase 5.90 44 587 6.2 48200 7 26
TR Triosephosphate isomerase 5.55 26750 5.9 28900 11 60
Pentose phosphate pathway
SOL3 6-Phosphogluconolactonase 5.62 28638 6.1 31100 10 39
Krebs cycle
MDH1 Mitochondrial malate 5.62 34677 6.1 38700 18 59
dehydrogenase
Routes towards Krebs cycle
LATT Dihydrolipoamide acetyltranferase 591 49332 5.5 39800 " 24
LPD1T Lipoamide dehydrogenase 6.38 53159 6.2 54900 18 36
PDB1 Pyruvate dehydrogenase f-subunit 5.1 41447 4.9 40400 6 14
Respiration
ATP2 F(1)F(0)-ATPase complex B-subunit 5.26 53847 5.1 55700 21 58
ATP7 ATP synthase d subunit 6.63 19664 6.5 21900 10 60
Biosynthesis of small molecules
Amino acids
GDH1 NADP-dependent glutamate 567 49123 6.0 49600 13 38
dehydrogenase
ILvs Acetohydroxyacid reductoisomerase 6.30 44324 53 42900 16 29
LEUZ2 B-lsopropylmalate dehydrogenase 5.10 41106 4.9 46 800 9 30
METE 5-Methyltetrahydropteroyltriglutamate  5.69 85974 6.1 73500 16 24
Homocysteine methyltransferase
METE 5-Methyltetrahydropteroyltriglutamate  5.69 85974 6.2 72400 33 54
Homocysteine methyltransferase
SAM1/2 S-Adenosylmethionine synthetase 5.93 42018 6.0 37000 16 47
THR4 Threonine synthase 5.24 58153 54 58200 17 37
Nucleotides
GUK1 Guanylate kinase 5.97 20783 6.0 23200 15 70
YNK1 Nucleoside diphosphate kinase 6.15 16965 6.3 15700 8 51
Macromolecule metabolism
Ribosomal proteins
RPS12 Ribosomal protein 512 4,57 15745 4.5 17100 6 50
RNA synthesis, modification, DNA transcription
EGDZ2 x-Subunit of the heteromeric 4.64 19694 4.6 34400 8 58
nascent polypeptide-associated complex
Proteins (translation and modification)
ASC1 Guanine nucleotide-binding protein 5.40 34376 5.2 34400 15 73
EFB1 Translation elongation factor EF-1p 4.31 23008 4.3 33500 5 30
TiF3 Translation initiation factor elF4B 5.35 47729 4.3 58200 16 30
Proteins (chaperones)
HSP60 Heat shock protein 60 5.24 60620 5.1 62 600 20 41
MGET Protein folding, mitochondrial 6.49 27214 5.3 41000 8 24
SSAT Heat shock protein of HSP70 family 495 70245 49 70400 4 8
SSAT1 Heat shock protein of HSP70 family 495 70245 4.8 26900 19 52
SS5A1 Heat shock protein of HSP70 family 495 70245 5.0 25700 18 25
5582 Heat shock protein of HSP70 family 5.11 66279 6.3 54900 13 31
55C1 Protein folding, mitochondrial 5.32 69461 5.0 51100 [ 14
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Degradation of macromolecules

SCL1 Proteasome subunit YC7/Y8 5.45 27448 5.7 30700 12 44
Cytoskeleton
COF1 Cofilin 496 15850 5.1 19800 7 72
TPMT Tropomyosin 4.63 19076 4.7 25700 7 42
Cellufar processes
Osmotic adaptation
GCY1 Glyceraol dehydrogenase 5.21 32976 =5 36000 1 40
GFPP2 Glycerol-3-phosphatase 5.13 27935 5.4 35000 9 60
Other functions
ADO1 Adenosine kinase 5.23 38021 5.4 45400 9 48
AHP1 Alkyl hydroperoxide reductase 4.97 18602 4.9 23200 9 76
IPP1 Inorganic pyrophosphatase 5.12 32120 5.2 38700 8 36
PAAT Polyamine acetyltransferase 4.73 25203 4.7 31600 7 41
PMMT Phosphomannomutase 5.17 28558 5.3 30200 13 47
PRX1 Peroxiredoxin 5.10 28891 49 28500 8 32
PRX1 Peroxiredoxin 5.70 25251 6.0 28900 11 58
SGT2 Glutamine-rich cytoplasmic protein 4.65 36884 4.5 46 800 9 45
YHB1 Flavohaemaoglobin 5.85 45694 6.3 46 800 5 52

Calismada, tuz stresine maruz kalinca 2 kat artan ya da azalan proteinler indiiklenmis ya da
represe olmus olarak kabul edilmistir. Cizelge 2.6’da %8’lik ve %12’lik tuz stresi sonucu
meydana gelen proteomik degisiklikler sayisal veriler {iizerinden ifade edilmistir.
Genellikle proteinlerdeki artis ve azalis 2 kat olmus; ancak 12 kat degisim de
gozlemlenmistir. Ancak goriilmistiir ki %8 ve %12’lik NaCl konsantrasyonlarinda tuz
stresine cevap olarak sentezlenen proteinler ayni1 olmakla beraber cevapta bir gecikme s6z

konusudur. Stres cevabi olarak tanimlanan proteinler Cizelge 2.7’ de verilmistir.

Cizelge 2.6 %8 ve %12 NaCl ortaminda L-[3SS]-rnetiy0nin isaretli proteinlerin eslesme,

indiiksiyon ve represyon sayilarina genel bakis (Gori et al. 2007)

%38 NaCl ilavesinden sonra %12 NaCl ilavesinden sonra
gecen zaman gecen Zaman
Referans jel 0.5 1.5 2.5 05 1.5 2.5
Detekte edilen spot sayisi 738 205 197 207 15 161 202
Referans jelle eslesen spot sayisi = 189 185 190 14 147 173
iki kattan fazla indiiklenen spot sayisi - 36 35 37 2 29 28
iki kattan fazla represe olan spot sayisi = 26 26 25 0 19 24

47



Sekil 2.8’de %8 tuzluluk oraninda cogalan Debaryomyces hansenii CBS 767 nin iki
boyutlu jel elektroforezi goriilmektedir. Bu jel fotografinin tuzsuz ortam proteinleri jel

fotografi ile kiyaslanmasi sayesinde tuz stresi cevabi olan proteinler tespit edilebilmistir.
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Sekil 2.8 %8 tuz konsantrasyonuna sahip YNB besiyerinde c¢ogalan Debaryomyces
hansenii CBS 767°nin iki boyutlu jel elektroforezi. Ustel ¢ogalma fazinin
ortalarinda tuz eklenmis ve 1.5 saat sonra protein O6rnekleri alinmistir (Gori et

al. 2007).

Proteinlerin tuz stresi altinda L-[*°S]-metiyonin inkorporasyonundan oldukga etkilendigi
bulunmus ve tuz varhiginda artan ve azalan proteinler tespit edilerek, 47 adet
hansenii  CBS tanimlanmustir.  L-[>°S]-metiyonin

Debaryomyces 767  proteini

inkorporasyonundaki azalmanin protein sentezinde meydana gelen genel azalmadan ileri

geldigi diistiniilmiistiir.
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Cizelge 2.7 %8 ve %12 NaCl varliginda en az iki kat indiiklenmis veya represe olmus

proteinler
Indiiksiyon/Represyon
%8 NaCl eklenmesinden sonra %12 NaCl eklenmesinden sonra
gecen zaman gecen zaman
Gen Gen iiriinii 0.5 1.5 2.5 0.5 1.5 25
Energy metabolism
Glycolysis
ENOT Enolase -1.5 -21 -3.0 ND -1.8 -25
FBAT Aldolase 26 6.9 6.1 1.1 4.0 7.1
GPM1 Phosphoglycerate mutase -20 -13 -11 ND -1.4 -1.5
TRIT Triosephosphate isomerase 24 5.0 8.1 26 37 9.3
Routes to Krebs cycle
PDB1 Pyruvate dehydrogenase p-subunit —4.5 -25 -3.2 ND -6.9 -4.1
Biosynthesis of small molecules
Amino acids
GDH1 NADP-dependent glutamate dehydrogenase ND ND ND ND ND ND
Vs Acetohydroxyacid reductoisomerase 1.6 -2.2 -2.4 ND -19 -2.7
LEUZ B-lsopropylmalate dehydrogenase —2.8 -1.8 -2.3 ND -1.4 -1.8
METE 5-Methyltetrahydropteroyltriglutamate —2.6 -57 -39 ND ND —6.1
homocysteine methyltransferase
Macromolecules
Proteins (chaperones)
HSP60 Heat shock protein 60 -1.4 —-4.4 -25 ND =21 -2.1
SSAT Heat shock protein of HSP70 family 6.8 2.2 3.6 1.5 8.4 4.0
S55B2 Heat shock protein of HSP70 family -1.7 —-43 2.2 ND =21 -23
Cellular processes
Osmotic adaptation
GCY1 Glycerol dehydrogenase 4.0 4.0 4.2 ND 1.4 2.0
GPP2 Glycerol-3-phosphatase - 2.5t 41" - = 5.0!
Other functions
PRX1 Peroxiredoxin -1.3 31 55 2.1 2.7 56
YHB1 Flavohaemoglobin -7.3 -87 =71 ND ND -34

NaCl eklenmemis

0.5 st

pl 52 53 54 55

Sekil 2.9 %8 NaCl ortamina adapte olmakta olan Debaryomyces hansenii CBS 767’de

gliserol-3-fosfatazin indiiklenmesi

Ozetle, D. hansenii tuz stresine maruz kaldiginda yiiksek oranda gliserol sentezlemekte ve

depolamaktadir. Bu nedenle gliserol-3-fosfattan bir fosfat grubu kopararak gliserol
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olusturan gliserol-3-fosfataz enzimi tuz stresinde olduk¢a arttmistir. Bu artisin
gorilintiilendigi  jel fotograflart Sekil 2.9’da verilmistir. Ayni zamanda gliserol
dissimilasyonunda goérev alan enzimlerinde artti1 goriilmiistiir. Represe olan enzimler ise
genelde glikolizin alt kisimlarinda yer alanlar ve aminoasit sentezinde gorev alan
enzimlerdir. Ayrica bir 1s1 sok (heat shock) proteini olan Ssalp’nin indiiklendigi, diger

yandan Ssb2p ve Hsp60p 1s1 sok proteinlerinin represe oldugu goriilmiistiir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismada protein iiretimi i¢in mikrobiyal kaynak olarak siit mamulleri iiretim tesisi yagl
atigindan izole edilen ve 16S rRNA analizi ile Debaryomyces hansenii oldugu gosterilen
(Takag ve Sengel 2010) maya kullanilmigtir. Protein {iretimlerinin karsilagtiriimasi
amaciyla ticari olarak satin alinan Debaryomyces hansenii NRLL Y-7426 kullanilmistir.

Deneylerde kullanilan kimyasal ve biyokimyasal maddeler EK 1’de verilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Mikroorganizma iiretim ortamlari

Debaryomyces hansenii’den protein iiretiminde, mikroorganizma agar iceren egik tiiplerde
cogaltilmig ve belli zaman araliklar ile tiipten tiipe ekim yapilarak stok tazeleme islemi
gerceklestirilmistir. Ardindan mikroorganizma kati agar igeren tiiplerden s1vi 6n ¢ogalma
ortamina, 6n ¢ogalma ortamindan da 1/10 asilama orani ile daha biiyiik hacimli protein

liretim ortamina aktarilmigtir.

3.2.1.1 Kat1 ¢cogalma ortamm

Debaryomyces hansenii 'nin ¢ogalmasinda kullanacagi besi yeri olarak UYM (Universal
Yeast Medium) secilmistir. UYM ortami1 % 0.3 maya ekstrakti, % 0.3 malt ekstrakti, % 0.5
pepton, % 1 glukoz ve % 1.5 agar icermektedir. Hazirlanan kati1 ortam, 121 “C’ta 20 dakika
sterilizasyonun ardindan (ALP CL-40M Sterilazator), laminer akis kabininde (Biolab
Faster BHG 2004-S) tiiplere paylastirilarak tiipler egik duracak sekilde agarin donmasi
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beklenmistir. Besi yeri donduktan sonra kat1 ortama laminar akis kabininde steril kosullara
dikkat edilerek ekim yapilmis ve mikroorganizma 30 'C’ta 22 saat inkiibasyona

birakilmustir (Shel Lab S16R-2 Inkiibator).

3.2.1.2 On ¢ogalma ortamm

On ¢ogalma ortami, mikroorganizmanin protein {iretim ortammna aktarilmadan &nce
cogaltildig1 sivi ortamdir. Bu calismada on cogalma ortami, kati besi yeri ile aym
bilesimdedir. Sadece agar icermemektedir. On gogalma ortami, T=30 'C ve N=150 rpm
kosullarinda t=22 saat ¢alkalamali hava banyosunda inkiibe edilmistir. t=22. saatte 10
ml’lik 6n ¢ogalma ortamlarinda yeteri kadar cogalmis olan hiicreler, protein iiretim

ortamlarina steril kosullarda 1/10 oraninda aktarilmustir.

3.2.1.3. Protein iiretim ortami

Protein tiretim ortami, mikroorganizmanin ¢ogalirken protein tirettigi ortamdir. Calismada
kullanilan ve mikroorganizma i¢in uygun karbon, azot kaynaklar1 ve iyonlar1 iceren temel
UYM ortami, % 0.3 maya ekstrakti, % 0.3 malt ekstrakti, % 0.5 pepton ve % 1 glukoz
icermektedir. Calismada, iiretim ortaminin bilesimi ve sicaklik, incelenmek istenen
parametre olarak degistirilmis ve her deney setinde bir dnceki denemelerde elde edilen

optimize kosullar kullanilmistir.

3.2.2 Protein Saflastirma

D. hansenii’nin hiicre digina yani protein lretim ortamina salgiladigi proteinlerin

saflastirilmasi igin bir dizi islem uygulanmigtir. Bu iglemler sirasiyla agagida anlatilmistir:
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Hiicrelerin ortamdan ayrilmasi

Hiicrelerin ortamdan ayrilmasi i¢in protein {iretim ortami c¢ogalmanin t=24. ve t=33.
saatlerinde +4 'C’de 10000 rpm’de (12000 x g) 10 dk santrifijjlenmistir (Hettich Rotina

35R). Elde edilen iist faz ile analizlere devam edilmistir.

Etanol ¢oktiirmesi

Proteinlerin  iist fazdan izole edilmesi i¢in etanol ¢Oktlirme ydnteminden

(http://wolfson.huji.ac.il/purification /Protocols) faydalanilmistir. Bu amagla 6rnek {izerine

hacminin 9 kati olacak sekilde soguk saf etanol eklenmis, 15 s vortekslemenin ardindan en
az 1 saat -20 "C’ta bekletilmistir. 15 dk 4 'C’ta 10000 rpm’de santrifiij edilen Grneklerin
istte kalan sivist atilarak protein pelletleri alinmistir. Pelleti yikamak amaciyla iizerine
%9011k soguk etanol ¢ozeltisi eklenmis ve kisa bir vortekslemenin ardindan 10000 rpm’de
5 dk santrifiij edilerek tekrar iistte kalan sivi atilmistir. Bu islem sayesinde orneklerdeki
proteinler ¢cokelek halinde elde edilmistir. Elde edilen ¢okelek ise yaklasik 200 pl, pH=5,

10mM sitrat-fosfat tamponunda ¢oziilmiistiir.

Ultrafiltrasyon

200 ul, pH=5, 10mM sitrat-fosfat tamponunda ¢6ziilen hiicre dis1 proteinlerin hacmi saf su
ile 12 ml’ye tamamlanarak, ultrafiltrasyon tiiplerinde (Amicon Ultra-15) 5000 x g’de 45 dk

santrifiijlenmistir.
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Protein derisimi tayini

Elde edilen ultrafiltratin protein derisimi Bradford yontemiyle tayin edilmistir (Bradford
1976). Ultrafiltratin 5 pl’sine 495 ul Bradford boyasi (Biorad 500-0006) eklenmis,
vortekslenmis ve 5 dk beklendikten sonra 595 nm’de absorbans (Biorad Smartspec Plus)
Olciilmiistiir. Her Ol¢climde es zamanli olarak hazirlanan kalibrasyon grafikleri protein

miktarinin hesaplanmasinda kullanilmistir.

TCA ¢oktiirmesi

Ultrafiltratin protein derisimi hesaplandiktan sonra jele yiiklenecek protein miktarini igeren
ultrafiltrat hacmi TCA yontemiyle ¢oktiirlilmiistiir. Bu amacla 6rnek tizerine 6rnegin %10
hacminde %100 TCA eklenmis, 15 sn vortekslemenin ardindan 15 dk buzda bekletilmistir.
10 dk 14000 rpm’de santrifiijlenerek iist faz atilmig, pellet 200 pl %25 soguk aseton ile
yikanarak tekrar 10 dk 14000 rpm’de santrifiijlenerek {ist faz atilmistir. Elde edilen pellet
2D-PAGE analizlerinde kullanilmistir.

3.2.3 Protein tanimlama

3.2.3.1 iki boyutlu jel elektroforezi yontemi (2D-PAGE)

Caligmada yiiriitme jeli olarak %12,5’lik, y1gma jeli olarak %4’liik akrilamid jel 10 cm jel
kasetlerinde, tek disli tarak kullanilarak hazirlanmigtir. Proteinlerin iki boyutlu
ayrilmasinda kullanilan poliakrilamid jelin igerigi EK 2’de verilmistir. Protein miktarlar
Bradford yontemiyle (Bradford 1976) tayin edilen protein drnekleri, belli oranlarda 7M
ire, 2M tiyotire, %4 CHAPS, %1 amfolit, 10 mM DTT, %1 HED, proteaz inhibitorii ve
bromofenol blue boyasi i¢eren rehidratasyon tamponuyla karigtirllmig ve elektroforez

tepsilerine (tray) konulmustur. pH 4-7 gradyen araligina sahip IPG seritler bu karisimin

54



lizerine yerlestirilmis ve {lstleri mineral yagi ile kaplanmistir. IPG seritlerin 6rnegi
emebilmesi i¢in aktif rehidratasyon yontemi kullanilmis, yani IPG seritler ile 16 saat 50V
akimda kuru elektroforez yapilmistir (Biorad, Protean IEF Cell). Rehidratasyonu
tamamlanan IPG seritler temiz bir tepsiye alinmig ve 250V akimda kuru elektroforez ile
izoelektrik fokuslama islemi gerceklestirilmistir. Boylece proteinler IPG serit iizerinde
izoelektrik noktalarma gore ayrilmistir. Ardindan IPG seritler dengeleme tamponu I ve II
ile 15’er dakika  calkalanarak hazirlanmis ve jellere yerlestirilerek elektroforez
baslatilmistir (Biorad, Mini Protean System). Dengeleme tamponu I, 6M iire, 1,5M Tris-
HCI1 pH 8,8 tamponu, %2 SDS, %20 gliserol ve %2 DTT icermektedir. Dengeleme
tamponu II ise benzer bilesime sahiptir ancak DTT yerine %0,3 iyodoasetamit ve
bromofenol blue boyasi igerir. Elektroforez esnasinda yiiriitiicii tampon olarak SDS
tamponu (%3.03 Tris-Base, %1,44 glisin, %1 SDS) kullanilmig ve jeller 100V akimda
yiuritilmustiir. Elektroforez islemi sonrasi jeller fiksatif soliisyonuna (%10 metanol, %7
asetik asit) koyulup calkalayicida bekletilmistir. Protein bantlariin goriiniir hale
getirilmesi i¢in ise Sypro Ruby (Sigma) boyama yapilmistir. Gece boyunca boyada kalan
jeller daha sonra 15 dk daha fiksatif soliisyonunda calkalanmis ve UV 1sikta goriiniir hale
gelen Sypro Ruby boyali jeller Versa-Doc (BioRad) goriintiileme sistemi ile

gorilintiilenmistir.

3.2.3.2 PD-Quest programu ile jel analizi ve spot kesimi

iki boyutlu jeller kesilmeden once ultraviyole 1sikta goriintiilenmis, jel goriintiileri PD-
Quest v8.0.1 programi kullanilarak karsilagtirilmistir. Yapilan kalitatif ve kantitatif
analizler sonucunda, artan ve azalan veya yok iken var olan, var iken yok olan proteinler
tespit edilmistir. Tespit edilen bu proteinler spot kesici (BioRad, Spotcutter) ile otomatik

olarak kesilmis ve 96’lik v tabanli plakalara alinmistir.

PD-Quest programi ile jeller karsilastirilmadan 6nce, her bir jel aym1 kamera ayarlar
kullanilarak goriintiilenmis ve elde edilen jel imajlar1 ayn1 formata getirilmistir. Bunun i¢in
imajlar 6nce dondiiriilmiis ya da rotasyonu diizeltilmis, Salt- Gaussian- 3x3 parametreleri

kullanilarak filtrelenmis ve lokal regresyon modeli kullanilarak normalize edilmistir.
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Boylece istenmeyen kirliliklerden uzaklastirilan imajlarin hepsi ayni boyutta kesilerek
(crop) eslestirme setlerinde analizlenmeye hazir hale getirilmistir. Jellerin eslestirilmesi i¢in
once PD-Quest programinin otomatik eslestirme yapmasi saglanmis, ardindan olast post-
translasyonel modifikasyonlar nedeniyle meydana gelebilecek spot kaymalar tek tek
kontrol edilerek, uygun goriilen yerlerde el ile diizeltmeler yapilmistir. Jel analiz setlerinde
otomatik olarak eslesen spotlar mavi harflerle, el ile eslestirilen spotlar yesil harflerle ve
referans noktasi olarak secilen (yer belirleyici) spotlar mor harflerle gosterilmistir. Tiim jel

analizleri en az iki defa tekrar edilmistir.

Kalitatif ve kantitatif spot analizleri tamamlandiktan sonra, PD-Quest programinin manuel
spot kesimi araci kullanilarak tiim spotlar jelden kesilmistir. Kesim isleminde 1,5 mm’lik
kesici u¢ kullanilmis ve kesilen jel pargalari her bir kuyucugunda 200 pl saf su iceren 96’11k

v tabanl plakalara alinmistir.

3.2.3.3 Tripsinizasyon

Kesilen spotlar icinde hapsolan proteinlerin geri kazanilmasi i¢in Oncelikle boyadan
uzaklastirma islemi uygulanmistir. Sypro Ruby boyanin uzaklagtirilmasi i¢in 50 pl 100
mM amonyum bikarbonat ((NH4),HCO3) kuyucuktaki jellerin iizerine konulmustur. 50 pl
%100 asetonitril (ACN) ilave edilmis ve 10 dk 37 °C’ de inkiibe edilmistir. Siv1 kisim
uzaklagtirllmig ve bu islem 2-3 kere tekrar edilmistir. Ardindan jel icindeki proteinlerin
kimyasal baglarin1 kirmak ve tripsin enzimi ile biiyiikk proteinleri kiigiik peptidlere
parcalamak gerekir. Bu amacla jel parcalari lizerine 50 pl %100 ACN eklenmis, 10 dk 37
°C’ de inkiibe edilmis ve ardindan 37 °C’ de ACN’nin tamami ucurularak
uzaklagtirllmigtir. 10 mM DTT, 50 mM amonyum bikarbonat icinde c¢oziilerek her
kuyucuga 50 pl ilave edilmis ve 30 dk 37 °C’ de inkiibe edilmistir. Daha sonra 55 mM
iyodoasetamit, 55 mM amonyum bikarbonat i¢inde ¢oziilerek her kuyucuga 50 pl olacak
sekilde iizerlerine ilave edilmis ve 20 dk 37 °C’ de inkiibe edilmistir. Kuyucuklardan DTT
ve iyodoasetamit uzaklastirilip, 100’er pl %100 ACN eklenmis ve 5dk 37 °C’ de inkiibe
edilmistir. S1v1 faz atilip %100 ACN ile iki kez yikama yapilmistir. Siv1 faz tekrar atilmig
ve 6.25 ng/ul’ lik tripsin stogundan 12.5’er pl kuyucuklara koyulmustur. 30 dk oda
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sicakliginda inkiibe edildikten sonra iizeri kapatilip 37 °C’de 4-5 saat inkiibe edilmistir. Bu
siirenin ardindan tekrar 6.25 ng/ul’ lik tripsin stogundan 12.5’er pl kuyucuklara
koyulmustur. Yine iizeri kapatilip 37 °C de 4-5 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
stv1 faz uzaklagtirllmis ve %1 formik asit, %2 ACN igeren ekstraksiyon tamponu her
kuyucuga 30 pl olacak sekilde ilave edilmistir. 30 dk 37 °C de lizeri kapatilarak inkiibe
edilmis ve 15 dk ultrasonike edilmistir. Boylece jel icinde hapsolmus peptidler tampon ile

ekstrakte edilmistir. Peptidleri iceren siv1 faz temiz kaplara aktarilmistir.

3.2.3.4 MALDI plakasina oérnek yiikleme

MALDI-tof cihaz1 (Waters, Micromass) ile analizlenecek olan peptitlerine ayrilmis
proteinler, matriks adi verilen iyonlagsmay1 saglayacak bir materyal ile karistirilmustir.
Calismada matriks olarak alpha-siyano-4-hidroksisinnamik asit (CHCA) kullanilmistir.
Rekristalize islemiyle saflig1 artirtlan CHCA’nin 3 mg’1 150 pl ¢oziici (%50 ACN+ %50
Asetonitril+ %0,1 TFA) ile ¢oziliip 1:1 oraninda 6rnek ile karistirtlmistir. Bu karisim steril
kosullarda MALDI plakalarina yiiklenmis ve sonra c¢oziiciiniin buharlasmasina izin
verilmigtir. Plakalar MALDI-tof cihaziyla analizlenmis ve her bir proteinin peptitleri i¢in
kiitle spektrumlari elde edilmistir. Kalibrasyon i¢in her denemede molekiil agirligr ve yiikii
bilinen peptitlerden olusan bir o6rnek karistmi ayni sekilde hazirlanip plakalara
yuklenmistir. Bu amagla anjiotensin, subtance P, glu fib, renin ve ACTH iceren bes
peptitli bir karisim kullanilmistir. MALDI-tof cihazinin kalibrasyon spektrumu EK 3’te

verilmigtir.

3.2.3.5 Mascot programi ile protein tanimlama

Mascot, kiitle spektrum verilerini kullanarak proteinlerin tanimlanmasinda kullanilan

gelismis bir arama motorudur (www.matrixscience.com). Bu calismada yapilan Mascot

analizlerinde veri tabami olarak SwissProt kullanilmig ve arama alani mayalarla
kisitlanmistir. Karbamidometil ve metiyonin oksidasyonu modifikasyonlarinin oldugu ve

peptitlerin +1 degerlikte oldugu varsayilmistir.
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3.3 Analizler

Calismada yapilan analizler; spektrofotometrik yontemlerle hiicre ve protein derisimlerinin

belirlenmesi ve proteaz aktivite tayinidir.

3.3.1 Hiicre derisimi

Hiire derisimi A=600 nm’de spektrofotometrik olarak (Shimadzu UV-1601) belirlenmistir.
Bu amagla oncelikle kuru hiicre kalibrasyon dogrusu olusturulmus ve bu dogrudan
yararlanilarak UYM iiretim ortamindan alinmig Orneklerin A=600 nm’de absorbanslari
okunarak hiicre derisimleri hesaplanmistir. Hiicre derisimi dlgiimlerinde referans ¢ozelti
olarak UYM ortami kullanilmigtir. Okunan absorbanslarin 1 degerini gegmesi durumunda
ornekler belli oranlarda seyreltilmistir. Kalibrasyon dogrusu olusturulurken, oOncelikle
UYM ortaminda ¢ogaltilmis hiicreler 12000 x g’de (10000 rpm), 4 C’ta 10 dk siireyle
santrifiij edilmis, tistteki s1v1 dokiilmiis, ¢okelek bir miktar damitik suda ¢oziindiikten sonra
ayni kosullarda yeniden santrifiij edilmistir. Santriflij islemine ¢okelegin lizerindeki sivi
berraklasincaya kadar devam edilmistir, iki kez santrifiij yeterli olmustur. Saf su ile yikama
isleminin ardindan tiiplerin dibinde ¢okmiis olan hiicreler petri kabinin iizerine alinip,
kurumalar1 i¢in etiivde 45°C’ta 24 saat bekletilmistir. Kuru hiicreden 1 mg/ml’lik stok
cozelti hazirlanmig, stok ¢ozelti seyreltilerek farkli derisimde hiicre silispansiyonlari
olusturulmustur. Kalibrasyon dogrusu, farkli derisimlerdeki kuru hiicre slispansiyonlarinin
UV spektrofotometrede A=600 nm’de referans c¢ozelti olarak saf su kullanimi ile
absorbanslar1 okunarak olusturulmustur. Kuru hiicre kalibrasyon grafigi EK 4’te
verilmigtir. Calismada, spektrofotometrik olarak olgiilen tiim hiicre derisimleri en az iki
kez tekrar edilmis ve standart sapma hesabi1 yapilmistir. Yapilan dlgiimlerin dogrulugu ve

tekrarlanabilirligi, standart sapma 6rnek hesabi ile Ek 5’te verilmistir.
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3.3.1.1 Ozgiil cogalma hiza

Caligmada, belli zaman araliklarinda dl¢lilen mikroorganizma derisimleri, logistik model
yardimi ile her bir ortamdaki 06zgiil ¢ogalma hizlarinin bulunmasinda kullanilmistir
(Nielsen and Villadsen 1994). Bu amagla zaman ve mikroorganizma derigimi verileri Est.
(1-3) icinde kullanilarak egri-uyum yontemi ile Excel programi kullanilarak denklem

parametreleri k ve Cxs bulunmustur.

C
=k(1-—%
p=k( C. )
(1
dc, _
x d t =H X
)
o _ye[1 G
dt C,,
3)
Burada;
v = §zgiil cogalma hiz1 (zaman™)
k = iistel fazda 6zgiil cogalma hizi (zaman™)
Cxs  =en yiiksek hiicre derisimi (derigim)
t = zaman (zaman)
19'¢ = hiicre ¢ogalma hiz1 (derisim/zaman)

3.3.2 Protein derisimi

Protein derisimlerinin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi kullanilmistir (Bradford 1976).
Bu yontem organik bir boyanin proteinlerin asidik ve bazik gruplar ile etkileserek renk

olusturmasini esas almaktadir. Bradford ¢ozeltileri makro yontem ve daha hasssas olan
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mikro yontem (<50 pl) i¢in ayr1 ayri hazirlanmistir. Mikro yontemin makro yontemden
farki hazirlanan Bradford ¢ozeltisinin daha yogun, ornek/boya oraninin da daha yiiksek
olmasidir. Boyalar hazirlanip siizilmiis ve makro yontemde 5 ml Bradford ¢6zeltisi iizerine
hiicresi ¢oktiiriilmiis 100 ul UYM diretim ortami, mikro yontemde ise 240 pl Bradford
¢Ozeltisi lizerine hiicresi ¢oktiirtilmiis 960 pul UYM iiretim ortami eklenerek karigim
vortekslenmistir. 5 dk beklendikten sonra karisim yine vortekslenmis ve A=595 nm’de
spektrofotometrik okuma (Shimadzu UV-1601) yapilmistir. Boya normal sartlarda A=465
nm’de maksimum absorbans verirken, proteine baglandig1 zaman A=595 nm’de maksimum
absorbans vermektedir. Mavi rengin olugmasinda proteinin aminoasit bilesimi (6zellikle
arjinin gibi bazik aminoasitler ve aromatik aminoasitler) énemlidir. Kalibrasyon dogrusu
sigir serum albuminin (BSA) farkli derigimleri kullanilarak hazirlanmistir. Makro-Bradford
yontemi kalibrasyon grafigi EK 6’da, Mikro-Bradford kalibrasyon grafigi EK 7°de yer
almaktadir. Calismada, spektrofotometrik olarak Ol¢iilen tiim hiicre dig1 protein derigsimleri
en az iki kez tekrar edilmis ve standart sapma hesab1 yapilmistir. Yapilan 6lgiimlerin

dogrulugu ve tekrarlanabilirligi, standart sapma 6rnek hesabi ile Ek 5°te verilmistir.

3.3.3 Proteaz aktivitesi

Proteaz aktivitesi, substrat olarak kazein kullanilarak enzimatik hidroliz sonucunda agiga
cikan hidrolizat absorbansinin, spektrofotometrik olarak Olgiilmesiyle belirlenmistir. Bu
amagla %0.037 EDTA (a/h), %0.5 kazein (a/h) i¢ceren, pH=10 borat tamponu ile hazirlanan
¢ozeltiden 2 ml alinarak hiicresi ¢oktiiriilmiis 1 ml UYM iiretim ortami ile 100 rpm’de, 37
‘C’ta 20 dk siireyle bir reaksiyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon 2 ml %10 TCA (a/h) ile
durdurulmustur. 15 dakika buzda bekletilen karisim 12000 x g’de (10000 rpm), 4 'C’ta 10
dk santrifiijjlenerek iistte kalan sivinin A=275 nm’de spektrofotometrik okunmasi
yapilmigtir. Bu ydntemle tanimlanan 1 Unite (U) Proteaz aktivitesi, 1 dakikada 4 nmol
tirozin agiga ¢ikaran enzim miktaridir (Moon and Parulekar, 1991). Proteaz aktivitesi

kalibrasyon grafigi ve proteaz aktivitesi ornek hesabi ise EK 8’de verilmistir.
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3.3.4 Su aktivitesi

Farkli derisimlerde glukoz igeren UYM ortamlarinin su aktiviteleri Novasina aw sprint

TH-500 cihazinda 25 °C’de Olgiilmiistiir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 izole ve Ticari D.hansenii’nin Karsilastirilmasi

Debaryomyces hansenii mayasindan protein liretimi ¢alismalarina baslamadan 6nce, bu
mayanin iki farkli susu cogalma ve protein iiretimi agisindan karsilastirilmistir.
Karsilagtirilan suslardan biri ticari olarak satin alinan Debaryomyces hansenii NRRL-Y-

7426, digeri ise peyniralt1 suyundan izole edilmis olan (Takag ve Sengel 2010) sustur.

Farkli1 iki sugun protein iiretiminin karsilastirildigi deneyler T=30 °C, N=150 rpm ¢alkalama
hizinda, besiyeri olarak UYM kullanilarak, 250 ml’lik erlenlerdeki 100 ml’lik {iretim
ortamlarinda gergeklestirilmistir. Hiicre ¢ogalmasi 3 st araliklarla {iretim ortamindan alinan
orneklerle 33 st boyunca izlenmistir. Hiicre dis1 protein derisimi ise ¢ogalmanin 24. ve 33.
saatlerinde 6l¢iilmiistiir. Izole ve ticari Debaryomyces hansenii’nin gogalma egrileri Sekil
4.1°de; iirettikleri protein miktarlar1 ise Sekil 4.2°de gosterilmistir. Uretim sonunda ticari
mayanin daha fazla ¢ogaldigi; ancak protein {iretiminin daha az oldugu tespit edilmistir. Bu

nedenle ¢alismalara izole D. hansenii ile devam edilmistir.

—e— zole
—a— Ticari

- N
a N O,

hiicre derigimi, mg/ml

o
(&) BN

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33

zaman, st

Sekil 4.1 izole ve ticari Debaryomyces hansenii’nin ¢ogalma egrileri (T=30 °C, N=150 rpm,
UYM ortami)
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Sekil 4.2 Izole ve ticari Debaryomyces hansenii’nin hiicre dis1 protein derisimleri (T=30 °C,

N=150 rpm, UYM ortami)

4.2 Tuzun (NaCl) D. hansenii Cogalmasina Etkisi

Debaryomyces hansenii halotolerant yani tuzluluga dayamikli bir mayadir. Tuzlu
ortamlarda yaygin olarak bulunur ve %25 tuzluluk oranlarina dayanabilir (Breuer and
Harms 2006). Calismada, 6n deneme olarak D. hansenii’nin %5 NaCl i¢eren ve icermeyen,
farkl1 glukoz derisimlerine sahip UYM ortamlarinda ¢ogalmasi 3 st araliklarla 24 st

boyunca takip edilmistir. D. hansenii’nin ¢ogalma egrileri Sekil 4.3 te gdsterilmistir.

Genel olarak NaCl mayanin ¢ogalmasini yavaslatmis; ancak NaCl varliginda farkli glukoz
derigimleri hiicre ¢ogalmasinda belirgin bir degisiklik yaratmamistir. En yiiksek hiicre
derigimine %1 glukoz igeren UYM ortaminda ulasilmis ve en hizli ¢ogalma yine ayni
ortamda gozlenmistir. Deney sonunda hiicre disi protein derisimleri tuzun Bradford
yontemiyle girisim yapmasi sonucu oOl¢iilememis, dolayisiyla tuzlu ve tuzsuz ortamda

salgilanan protein miktarlari kiyaslanamamistir
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—0— %1 glukoz
A —h— %5 glukoz
—— %1 glukoz+%5 NaCl
—O0— %2 glukoz+%5 NaCl
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hiicre derigimi, mg/ml

0 3 6 9 12 15 18 21 24

zaman, st

Sekil 4.3 Farkli glukoz konsantrasyonlarinda Debaryomyces hansenii’nin ¢ogalmasina

tuzun etkisi (T=30 °C, N=150 rpm, UYM ortamu1)

4.3 Glukoz Derisiminin Hiicre Cogalmasi ve Hiicre Dis1 Protein Derisimine Etkisi

Bu c¢alismada, D. hansenii’den protein iiretiminde ekstrem glukoz derigimlerinin hiicre
cogalmasi ve hiicre dis1 protein derisimi lizerine etkisi %1, 5, 10, 20 ve 30 glukoz
derisimleri i¢in incelenmistir. Farkli glukoz derisimlerine sahip iiretim ortamlarinin su
aktivite degerleri (ay) de Olclilerek, sonuglar ayrica su aktivitesinin etkisi olarak da
degerlendirilmistir. Glukoz derisiminin artigi, ortamin su aktivitesini azaltmaktadir

(Cizelge 4.1).

Glukoz derigiminin hiicre c¢ogalmasina etkisi Sekil 4.4’te yer almaktadir. Glukoz
derisiminin artmasi ile hiicre ¢cogalma hizi ve ulasilan hiicre derisimi azalmaktadir. Ancak
diisiik glukoz derigimlerinde (%1 ve %5) 6nemli bir fark yoktur. En yiiksek hiicre derisimi
sirastyla %1 glukoz igeren ortamda 33. saatte 2,807 mg/ml ve %5 glukoz igeren ortamda
33. saatte 2,672 mg/ml olarak bulunmustur. Yine, en yiiksek 6zgiil cogalma hiz1 0,14 st
olmak iizere aynmi glukoz derisimlerinde bulunmustur (Cizelge 4.2). Farkli glukoz

derisimlerinde; hiicre ¢gogalmasi i¢in kullanilan logistik hiz modeline ait parametreler (k ve
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Cxs) Cizelge 4.2°de, kullanilan ¢ogalma modeli ile deneysel verilerin uyumu ise Sekil

4.5’te gosterilmistir.

Sonuglar D. hansenii nin ¢ok yiiksek glukoz derisimi (¢ok diisiik su aktivitesi) degerlerinde
de yasayabildigini gostermektedir. Glukoz derisimi %1 den %30 degerine artirildig1 zaman

ulagilan hiicre derisimi % 34 ve hiicre cogalma hiz1 ise %36 azalmistir.

Uretimin 24. ve 33. saatlerinde iiretim ortamindan alman orneklerle hiicre dis1 protein
miktarlart Mikro Bradford yontemi ile tayin edilmistir. Genel olarak glukoz derisimi
arttikca hiicre ¢ogalmasina paralel olarak hiicre disina salgilanan protein derisimi
azalmaktadir (Sekil 4.6). 24. ve 33. st Ornekleri arasinda 6nemli bir fark olmamasi,
hiicrelerin  hiicre dis1 protein {iretimini, baslica {istel fazda gergeklestirdigini
gostermektedir. En yiiksek hiicre dis1 protein iiretimi %1 glukoz igeren ortamda 24. saatte
28,64 ng/ml olarak belirlenmistir. Glukoz derisimi %1’den %30 degerine artirildigi zaman

ulagilan protein derisimi 24. saat icin %46, 33. saat i¢in ise %65 azalmstir.

Cizelge 4.1 Farkl1 glukoz derigimlerine sahip iiretim ortamlarinin su aktivitesi (ay)

Glukoz Su aktivitesi
derisimi (%) (a,)

1 0.997
5 0.997
10 0.989
20 0.976
30 0.962
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zaman, st

Sekil 4.4 Glukoz derisiminin hiicre ¢cogalmasina etkisi (T=30 °C, N=150 rpm)

Cizelge 4.2 Farkli glukoz derigimlerinde D. hansenii’nin 6zgiil ¢cogalma hiz parametreleri

(T=30 °C)
Glukoz derisimi (%) k(st') R’ Cxs (mg/ml)
1 0.14 0,978 2,665
5 0.14 0,997 2,655
10 0.12 0,987 2,477
20 0.12 0,994 2,283
30 0.09 0,981 1,765
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Sekil 4.5 Fakli glukoz derisimlerinde ¢ogalan D. hansenii i¢in deneysel verilerin logistik

cogalma modeli ile uyumu (T=30 °C, N=150 rpm)

35
M %1 glukoz
— 30 B %5 glukoz
% 25 3 %10 glukoz
3 0 %20 glukoz
% 20 B %30 glukoz
3 15
£
o
5
0
24 33
zaman, st

Sekil 4.6 Farkli glukoz derisimlerinde Debaryomyces hansenii’nin hiicre dis1 protein

tiretimi (T=30 °C, N=150 rpm)
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4.4 Sicakhigin Hiicre Cogalmasi ve Hiicre Dis1 Protein Derisimine Etkisi

Bu calismada, D. hansenii’den protein liretiminde farkli sicakliklarin hiicre ¢ogalmasi ve
hiicre dis1 protein derisimi tizerine etkisi 10, 20, 30 ve 40 °C’de gergeklestirilen deneyler
ile cogalma ve hiicre dis1 protein iiretimi i¢in optimum glukoz derisimi olarak belirlenen

%1 glukoz iceren UYM ortaminda incelenmistir.

Farkli sicakliklarda hiicre ¢ogalma egrileri Sekil 4.7°de yer almaktadir. 40 °C disinda
incelenen tiim sicakliklarda hiicre ¢ogalmasi gozlenmistir. Diisiik sicakliklarda (10 ve 20
°C) hiicreler yavas ¢ogalmis; ancak ulasilan hiicre derisimi yiiksek olmustur. Buna karsin,
yiiksek sicaklikta (30 °C) daha hizli ¢ogalan hiicrelerin ulastiklart derisim diisiik
sicakliklardan daha azdir. En yiliksek hiicre derisimi 10 °C’de 33. saatte 3,645 mg/ml
olarak; en yiiksek 6zgiil gogalma hiz1 ise 30 °C’de 0,14 st olarak elde edilmistir (Cizelge

4.3). Kullanilan ¢ogalma modeli ile deneysel verilerin uyumu Sekil 4.8”de gdsterilmistir.

Uretimin 24. ve 33. saatlerinde iiretim ortamindan alinan orneklerle hiicre disi protein
miktar1 Mikro Bradford yontemi ile tayin edilmistir. Yiiksek sicakliklarda (30 ve 40 °C) 24.
ve 33. st’lerde iretilen protein miktarlarinda onemli fark goézlenmezken, diisiik
sicakliklarda (10 ve 20 °C) 33. st’de daha yiiksek protein derigimi Ol¢lilmiistiir. Bu, diistik
sicakliklarda durgunluk fazina daha gec¢ ulasilmasi nedeniyledir. En yiiksek hiicre disi
protein iiretimi 10 °C’de gergeklestirilen liretimin 33. saatinde 31,41 pg/ml olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.7 Sicakligin hiicre cogalmasina etkisi (N=150 rpm, UYM %1 glukoz)

Cizelge 4.3 Farkli sicakliklarda Debaryomyces hansenii’nin 0zgiil ¢ogalma hiz

parametreleri (%1 Glukoz)

Sicaklik k(st'l) R Cx, (mg/ml)

10 0.06 0,961 3,645
20 0.09 0,933 3,606
30 0.14 0,978 2,665
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4.5 Katki Maddelerinin Hiicre Cogalmasi ve Hiicre Dis1 Protein Derisimine Etkisi

Debaryomyces hansenii’nin farkli katki maddelerinin varliginda ¢ogalmasi ve hiicre disi
protein derisimine etkisini incelemek igin iiretim ortamlarma ayr1 ayr1 100 ppm dimetil
stilfoksit (DMSO) ve polietilen glikol (PEG-4000) eklenmistir. Besiyeri olarak ¢ogalma
acisindan optimum glukoz derisimi olarak bulunan %1 glukoz iceren UYM ortanu

kullanilmis ve optimum biiyiime sicakligi olan 20 °C’de iiretim gergeklestirilmistir.

Katki maddelerinin hiicre ¢ogalmasma etkisi Sekil 4.10°de gosterilmistir. Denemede
kontrol olarak 20 °C’ta, %1 glukoz igeren, UYM ortami ¢ogalma verileri kullanilmistir.
DMSO ve PEG-4000 iceren ortamlarda ve kontrolde hiicre ¢gogalmasi hemen hemen ayni
sekilde gerceklesmis, katki maddelerinin belirgin bir etkisi olmamistir. En yiiksek hiicre
derisimine ve 6zgiil ogalma hizina PEG-4000 igeren ortamda 3,610 mg/ml ve 0,17 st” ile
ulagilmistir (Cizelge 4.4). Kullanilan ¢ogalma modeli ile deneysel verilerin uyumu ise

Sekil 4.11°de gosterilmistir.

Uretimin 24. ve 33. saatlerinde iiretim ortamindan alinan orneklerle hiicre disi protein
miktart Mikro Bradford yontemi ile tayin edilmistir. Katki maddelerinin varligi genel
olarak protein liretiminde hafif bir azalmaya sebep olmustur. 33. st protein iiretimleri ise
24. st protein iiretimlerinden yliksektir. En yiiksek protein iiretimine kontrol {iretim

ortaminda ¢ogalmanin 33. st’inde 28,64 pg/ml ile ulasilmistir. (Sekil 4.12).
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Sekil 4.10 Farkli katki maddelerinin ¢ogalmaya etkisi (T=20 °C, N=150 rpm, UYM %1
glukoz)
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Sekil 4.11 Fakli katki maddelerinin varliginda ¢ogalan D. hansenii i¢in deneysel verilerin

lojistik cogalma modeli ile uyumu (T=20 °C, N=150 rpm)
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Cizelge 4.4 Farkli katki maddelerinin varliginda Debaryomyces hansenii’nin 06zgiil

cogalma hiz parametreleri (%1 Glukoz)

Katki maddesi k (st’) R’ Cx, (mg/ml)
Kontrol 0.09 0933 3,606
DMSO 0,13 0,974 3,510
PEG-4000 0,17 0977 3,612

w
()}

M kontrol
BDMSO
B PEG-4000

w
o

N
()}

N
o

N
(6}

-
o

()}

hiicre digi protein derigsimi, mg/ml

o

24 33

zaman, st

Sekil 4.12 Farkli katki maddelerinin varliginda Debaryomyces hansenii’nin hiicre dis1
protein tretimi (T=20 °C, N=150 rpm, %1 glukoz)

4.6 Proteom Analizleri

D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinleri 2D-PAGE yontemi ile ayirilirken, birinci boyut
ayirmada proteinlerin farkli izoelektrik noktalarindan faydalanilmis ve bu amacla
immobilize pH gradyen (IPG) seritleri kullanilmistir. En iyi aymrmanin saglandigi pH
araligina sahip seritlerin se¢imi i¢in 6n deneme olarak pH 3-10 araligindaki seritlerle
caligmalar yapilmig ve proteinlerin daha ¢ok pH 4-6 araliginda yogunlastigi tespit

edilmistir. Bu nedenle, pH 4-7 araligindaki seritlerle denemelere devam edilmis ve bdylece
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proteinlerin ayirim giicii artirilmistir. D. hansenii nin ayn1 ortamdan izole edilen hiicre dis1
proteinlerine ait pH 3-10 ve pH 4-7 seritler kullanilarak elde edilmis jellerin karsilagtirmali

goriintiileri Ek 9°da gosterilmistir.

Ayrica, Debaryomyces hansenii mayasinin hiicre dis1 protein dagilimlar1 karsilastirilmadan
once UYM ortammin 2D-PAGE analizi yapilmis ve mayanin ortamdaki proteinleri
kullanarak yeni proteinler iirettigi bu sekilde tespit edilmistir. UYM ortamina ait 2D-PAGE

goriintiisii Ek 10°da verilmistir.

4.6.1 Glukoz Derisiminin D.hansenii’nin Hiicre Dis1 Proteomlarina Etkisi

%1, 5, 10, 20 ve 30 glukoz derisimlerinde ¢cogalan D. hansenii hiicrelerinin, ¢cogalmalarinin
24. ve 33. saatlerinde hiicre disina salgiladiklar1 proteinler 2D-PAGE analizleri yapilarak
karsilastirtlmistir. Sekil 4.13 ve Sekil 4.17°de, sirasiyla t=24.st ve t=33. st 6rneklerinin 2D-
PAGE jellerinin goriintiileri, eslestirme setleri i¢indeki goriintiileriyle yer almaktadir. Tiim
goriintiilerde proteinler pH 4-6 araliginda yogunlagmaktadir. 24. saat jellerinin pH 5-6
araliginin yakinlastirilmig goriintiisii Sekil 4.14’te, 33. saat jellerinin ayn1 pH araligindaki
yakinlagtirilmis goriintiisii ise Sekil 4.18’de gosterilmistir. PD-Quest programi ile yapilan
analizlerde, her iki saat 6rnekleri i¢in de, %1 glukoz derisiminde ¢ogalan hiicrelerin protein
dagilimini gosteren jel referans jel (master jel) segilip, diger glukoz derisimlerinde ¢ogalan
hiicrelerin proteinleri, benzerlik ve farkliliklar agisindan bu jel ile karsilagtirilmistir. 24. ve
33. saatin jellerindeki her bir proteine karsilik gelen spotlar sirasiyla Sekil 4.15 ve Sekil
4.19°da isaretlenerek gosterilmistir. Sekil 4.16 ve Sekil 4.20°de ise referans jeldeki
proteinler ile eslesen ve eslesmeyenler proteinler isaretlenerek belirtilmektedir. Jellerin PD-
Quest programu ile yapilan analizi sonucu elde edilen proteinlere ait karsilastirmali veriler

ise Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da verilmistir.

Uretimin 24. saatinde izole edilen hiicre dis1 proteinlerin 2D-PAGE jel sonuglarmna
bakilacak olursa; glukoz derisiminin artmasi ile %1 glukoz i¢eren ortama gore hiicre digina

salgilanan protein sayist dnce artmis, %30 glukoz derisimine ulasildiginda ise hafif bir
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azalma olmustur. Ancak tiim yiiksek glukoz derisimlerinde toplam protein sayis1 %1 glukoz
jelinden daha fazladir (Cizelge 4.5). Bu, yiiksek glukoz derisimlerinde hiicrenin daha az
cogalmasma karsin, yaratilan stres nedeniyle hiicrelerin daha fazla sayida protein
salgiladigini gostermektedir. En yiiksek protein sayisi 228 ile, %1 glukoz igeren ortama gore
%96 oraninda artig gdsteren, %20 glukoz iceren ortamda elde edilmistir (Cizelge 4.5). Diger
taraftan, glukoz derisiminin artmasi ile hiicre disi toplam protein derisiminin azaldig
bulunmustur (Sekil 4.4, Cizelge 4.5). Bu iki bulgu, her ortamda hiicre disina salgilanan
proteinlerin sadece miktar olarak degil ayn1 zamanda tiir olarak da farkli oldugunu
gostermektedir. Nitekim, yiiksek glukoz derisimli jellerde %1 glukoz jeli ile eslesen ve
eslesmeyen protein spotlarinin farkli sayida oldugu goriilmektedir. %1 Glukoz jeli ile en
biiyiik farklilik, %20 glukoz jelinde elde edilmistir (155 eslesmeyen spot); bunu %30 glukoz
jeli (114 eslesmeyen spot) izlemektedir. Bu iki glukoz derisiminin, D. hansenii tarafindan
hiicre digina salgilanan proteinler agisindan en biiylik farkliligi yarattiklart i¢in en 6nemli
olduklar1 disliniilmektedir. Eslesmeyen spotlar arasinda, %1 glukoz jelinde olup da diger
jellerde olmayan proteinler acisindan karsilastirma yapildigr zaman, %20 ve %30 glukoz
jelinde bu saymin diger jellere gore daha fazla oldugu goriilmektedir (sirasiyla 43 ve 44).
Elde edilen sonuglar, glukoz derisiminin degisimi ile bazi proteinlerin miktarlarinin en az
iki kat arttigin1 veya azaldigin1 da gostermektedir. Bu anlamda glukoz derisiminin 6nemli

oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.5).

Uretimin 33. saatinde izole edilen hiicre dis1 proteinlerin 2D-PAGE jel sonuglarina
bakilacak olursa; %1 glukoz derisimine sahip ortama gore toplam spot sayisi, %5 glukoz
derisiminde %26 azalma gosterirken, %20 glukoz derisiminde %29 artmistir. Diger glukoz
derisimlerinde ise (%1, 5 ve 30) yaklasik olarak ayn1 kalmistir. Glukoz derisiminin artmasi
ile hiicre dis1 toplam protein derisiminin azaldig1 bulunmasina karsin (Sekil 4.6, Cizelge
4.6), en yiiksek protein sayist 103 ile %20 glukoz i¢eren ortamda elde edilmistir (Cizelge
4.6). Ornek jelde %1 glukoz igeren ortamla eslesmeyen spot sayilarina yani sentezlenen
farkli proteinlerin sayilarina bakilacak olursa, en biiyiik farklilik yine 53 spot ile %20
glukoz igeren ortamda goriilmektedir. Toplam spot sayist %1 glukoz derisimine sahip
ortama gore en yliksek jel oldugundan, eslesmeyen spot sayisinin da en yiiksek olmasi
beklenen bir durumdur. Diger tiim glukoz derisimlerinde %1 glukoz derisimine sahip
ortamla eslesmeyen spot sayilar1 yaklasik birbirine yakin ve %20 glukoz derisimine sahip

ortamin eslesmeyen spot sayisindan kiiciiktiir. %1 glukoz jelinde (referans jelde) olup da
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diger jellerde olmayan proteinler acisindan karsilasgtirma yapildigi zaman, %5 glukoz
derisimine sahip ortamin 41 spotla en yiiksek sayiya ulastig1 goriilmektedir. Eslesmenin en

az oldugu (33 spot) bu jelde elde edilen bu sonug yine beklenen bir durumdur (Cizelge 4.6).

Calismada %10 ve %20 glukoz igeren ortamlarin iiretim sonrasi proteaz aktiviteleri
tiretimin 24. ve 33. st’inde 6l¢iilmiis ve %10 glukoz igeren ortamda 24. st’de 44,443 U/ml ,
33. st’de 52,391 U/ml proteaz aktivitesi, %20 glukoz iceren ortamda ise sirasiyla 43,307
U/ml ve 55,959 U/ml proteaz aktivitesi tespit edilmistir. Yapilan bu analizle mayanin hiicre
dis1 proteaz aktivitesi oldugu saptanmis ancak degisen glukoz derisiminin proteaz aktivitesi

tizerinde belirgin bir etkisi olmadig1 gézlenmistir.

24. saatin jel analiz sonuglar1 33. saatin sonuglarindan baz1 farkliliklar gostermistir. Genel
olarak 33. saatte toplam protein sayisinda bir azalma s6z konusu olmustur. Bu duruma
mayanin salgiladigt proteaz enzimlerinin ortamdaki proteinleri parcalamasi sebep
olabilecegi gibi, calkalamali hava banyosunda gerceklesen inkiibasyonun uzayan
siirelerinde mekanik etkilerin proteinleri denature etmesi de olabilecegi diistiniilmektedir.
Artan ve azalan spotlar her iki saatte de gézlenmis ancak 24. saatte glukoz derisiminin bu
etkisi daha kuvvetli olmustur. Ancak her iki saatte en yliksek spot sayis1 %20 ile aym
glukoz derisiminde gozlenmistir. Sonu¢ olarak; farkli glukoz derisimlerinde hiicre disi
proteinlerin dagilimi degerlendirildigi zaman, sayi, tiir ve derisim acisindan Snemli

farkliliklar oldugu goriilmektedir.
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pH 47

4:

ghikoz 24 (Master)

4520 t=24 5 (Gaussian) %30 t=24 5 (Gaussian) 835 1=24 3 (Gaussian)

Sekil 4.13 Farkli glukoz derisimlerinde ¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinlerinin

2D-PAGE goriintiileri-1 (t=24 st)
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pH 56

- - L ] L]
-_— - - - - -
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L4
ghikoz 24 [Master) ol =24 v5 [(Ganssian) %ol 0 t=24 w5 [Ganssian)
- -
-
. - - &
- - - -
220 t=24 v5 I:Gams.sianj %30 t=24 v5 [(Ganssian) o5 t=24 v5 (Gaussian)

Sekil 4.14 Farkli glukoz derisimlerinde ¢ogalan D. hansenii’nin pH 5—6 araligindaki hiicre
dis1 proteinlerinin yakinlastirilmis 2D-PAGE goriintiileri (a) (t=24 st)

b
tt o+ o+ HH =
s TS S

" ::. o *
- "His e ++‘h—++:+ ¥
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i +
A + + A
o + 44
+ +t‘-ﬂ‘*|-:+ o s & ##ooﬁ, +
Fid T + 4 R
4 t - o

445 t=24 v5 (Ganssian)

4430 =24 v5 (Ganssian)

Sekil 4.15 Farkli glukoz derisimlerinde ¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinlerinin

2D-PAGE goriintiileri-II (spot merkezleri kirmizi art1 ile isaretlenmistir, t=24
st)
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Match syrnbols (matched: 75 wnatched: 1557 Match syrubols (matched: 72 unmatched:114) Match syrbols (matched: 75 unmatehed: 497
%20 t=24 5 (Gassian) 9430 1=24 v5 (Gassian) 945 t=24 5 (Gaussian)

Sekil 4.16 Farkli glukoz derisimlerinde ¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinlerinin
2D-PAGE gorintiileri-IIT (yesil harfler master jeldekiler ile el ile eslestirilen
spotlar, mavi harfler otomatik olarak eslesen spotlar, kirmiz1 yuvarlaklar

eslesmeyen spotlar, mor harfler yer belirleyici olarak segilen spotlar, t=24 st)
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Cizelge 4.5 2D-PAGE jellerde glukoz etkisinin PD-Quest analiz sonuglari-I (t=24 st)

o . KANTITATIF
KALITATIF ANALIZ )
ANALIZ
Protein
. Eslesmeyen spot En az 2
Ornek Derisimi Eslesen En az 2
Toplam sayist kat artan
(ug/ml) spot . kat azalan
spot sayisi Referans  Ornek  spot
sayisi spot sayisi
Jjelde Jjelde sayisi
%1 glukoz,
28,64 116 116 - - - -
t=24 st
%S5 glukoz,
24,93 124 75 41 49 15 16
t=24 st
%10
glukoz, 20,47 172 77 39 95 26 15
t=24 st
%20
glukoz, 14,13 228 73 43 155 17 22
t=24 st
%30
glukoz, 15,54 186 72 44 114 21 21
t=24 st
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pH 4T

elulooz33 (Master) %1 t=33 v4 (Ganssian, Modifi=d)

2420 t=33 5 (Gavssian, Modifizd) 2430 £=33 v4 (Gavssian, Modifizd) %45 t=33 v {Ganssian, Modifisd)

Sekil 4.17 Farkli glukoz derisimlerinde ¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinlerinin

2D-PAGE goriintiileri-IV (t=33 st)
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pH 56
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%020 t=33 v3 (Gaussian, Modifi=d) %30 t=33 v4 (Gapssian, I\-Iudiﬁed)’ . %3 t=33 v4 (Gaussian, Mud;ﬁed) .
- - -

Sekil 4.18 Farkli glukoz derisimlerinde ¢cogalan D. hansenii’nin pH 5-6 aralifindaki hiicre
dis1 proteinlerinin yakinlastirilmis 2D-PAGE goriintiileri (b) (t=33 st)

9420 =33 v3 (Ganssian, Modifi=d) 2430 t=33 v4 (Gavssian, Modifizd) 943 t=33 w4 (Ganssian, Modifizd)

Sekil 4.19 Farkli glukoz derisimlerinde ¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinlerinin

2D-PAGE goriintiileri-V (spot merkezleri kirmizi art1 ile isaretlenmistir, t=33

st)
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Match symbols (mateh smmatched:33) Match symbols (matched:48 snmatched:26) Match symbols (mat

2420 t=33 v5 (Gavssian, Modifizd) 2430 t=33 v4 (Gavssian, Modified) 943 t=33 v4 (Gapssian, Modifizd)

Sekil 4.20 Farkli glukoz derisimlerinde ¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinlerinin
2D-PAGE goriintiileri-VI (yesil harfler master jeldekiler ile el ile eslestirilen
spotlar, mavi harfler otomatik olarak eslesen spotlar, kirmizi yuvarlaklar

eslesmeyen spotlar, mor harfler yer belirleyici olarak segilen spotlar, t=33 st)
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Cizelge 4.6 2D-PAGE jellerde glukoz etkisinin PD-Quest analiz sonuglari-II (t=33 st)

o . KANTITATIF
KALITATIF ANALIZ )
ANALIZ
Protein ] E 5
. Eglesmeyen spot En az
Ornek Derisimi y P En az 2
Toplam Eslesen sayist kat artan
(ug/ml) . kat azalan
spot sayist  spot sayisi  Referans Ornek spot
spot sayisi
jelde jelde  sayisi
el glukoz, 27,98 74 74
t=33 st ’
%5 glukoz,
~E 24,23 55 33 41 22 10 6
t=33 st
%10
glukoz, 22,58 71 49 25 22 5 10
t=33 st
%20
glukoz, 15,54 103 50 24 53 5 7
t=33 st
%30
glukoz, 9,86 74 48 26 26 5 7
t=33 st

4.6.2 Sicakh@in D.hansenii’nin Hiicre Dis1 Proteomlaria Etkisi

10, 20 ve 30 °C sicakliklarda ¢ogalan D. hansenii hiicrelerinin, ¢ogalmalarinin t=24. ve 33.
saatlerinde hiicre disina salgiladiklar1 proteinler 2D-PAGE analizleri yapilarak
karsilastirilmistir. Sekil 4.21 ve Sekil 4.25’te sirasiyla t=24.st ve 33. st 6rneklerinin 2D-
PAGE jellerinin goriintiileri eslestirme setleri i¢indeki goriintiileriyle yer almaktadir. Bu
goriintiilere gore, proteinler pH 4-6 araliginda yogunlasmaktadir. 24. saat jellerinin pH 4-6
araliginin yakinlagtirilmis goriintiisii Sekil 4.22°de, 33. saat jellerinin ayn1 pH araliginda
yakinlastirilmig goriintiisii ise Sekil 4.26’da gosterilmistir. PD-Quest programi ile yapilan

analizde 30 °C sicaklikta ¢ogalan hiicrelerin protein dagilimini gosteren jel, referans jel

85



(master jel) secilip, diger sicakliklarda c¢ogalan hiicrelerin proteinleri benzerlik ve
farkliliklar agisindan bu jel ile karsilagtinlmistir. 24. ve 33. saatin jellerindeki her bir
proteine karsilik gelen spotlar sirasiyla Sekil 4.23 ve Sekil 4.27°de isaretlenerek
gosterilmistir. Sekil 4.24 ve Sekil 4.28’de ise referans jeldeki proteinler ile eslesen ve
eslesmeyen proteinler isaretlenerek belirtilmistir. Jellerin PD-Quest programi ile yapilan
analizi sonucu elde edilen proteinlere ait karsilastirmali veriler ise Cizelge 4.7 ve Cizelge

4.8’de verilmistir.

Uretimin 24. saatinde izole edilen hiicre dis1 proteinlerin 2D-PAGE jel sonuglarina
bakilacak olursa, liretim sicaklig1 azaldikg¢a toplam protein sayisinin referans jele gore arttig
ve en yiiksek protein sayisina %79’luk artis ile 10 °C’ta (131 spot) ulasildig1 goriilmektedir
(Cizelge 4.7). Referans jelle eslesmeyen spot sayist yani sentezlenen farkli protein sayisi
yine 10 °C iretiminde 83 spot ile en yiiksek degere ulasmistir. Ancak 10 °C sicaklikta
tiretilen 22 protein en az 2 kat azalma gostermistir. Bu durum stres kosuluna adaptasyon
saglamaya calisan D. hansenii’nin farkli proteinler sentezledigini, ancak pek c¢ok protein
miktarinda azalma oldugunu gosterir. Bunun sebebi olarak 10 °C sicaklikta mayalarin
cogalmaya daha ge¢ baslamasi gosterilebilir. Mayanin en iyi ¢ogalma gosterdigi sicaklik 20

°C’ta ise, referans jele gore yine biiyiik farklilik gézlenmektedir (Cizelge 4.7).

Uretimin 33. saatinde izole edilen hiicre dis1 proteinlerin 2D-PAGE jel sonuglarina
bakilacak olursa, toplam protein sayisinin referans jele gore 20 °C’ta %22 artis ile 113
spota ulastigi, 10 °C’ta ise %6 azalma ile 87 spota diistiigii goriilmiistiir (Cizelge 4.8). 20
°C’ta elde edilen proteinler referans jel ile kiyaslaninca, bu 113 proteinin 59 tanesinin
eslestigi, geri kalan 54 tanesinin ise bu ortamda farkli olarak sentezlendigi goriilmektedir.
10 °C’ta ise toplam 87 spotun 34 tanesi referans jel ile eslesmekte, 53 tanesinin ise yine bu
ortamda farkli olarak sentezlendigi goriilmektedir. Her iki sicaklikta en az 2 kat artan spot
sayisi, en az 2 kat azalan spot sayisinda fazladir. Azalan spot sayilar1 her iki sicaklikta da
aymiyken, 20 °C’ta artan spotlarin (26 spot) sayisi, 10 °C’ye gore (14 spot) oldukca

fazladir.
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10 °C’de mayalar 24. st’den 33. st’ye hizli bir ¢ogalma gdstermis ve her iki saatin jel
goriintiilerinde yakin sayida protein sayilmistir. Bu durum D. hansenii’nin ¢ogalma
sirasinda daha ¢ok yapisal protein liretmesi ve hiicre digina fazla protein salgilamamasindan
kaynaklaniyor olabilir. 20 °C’de ise hiicreler 24. st’den sonra duragan faza gecmis ve 24.
st’ten 33. st’e kadar hiicre disina salgiladiklar1 protein derisimi ve sayisi artmistir. Sonug
olarak, 24.saatin jel analiz sonuglar1 33. saatin sonuglarindan bazi farkliliklar géstermis olsa
da, hem 24. hem 33. saatte farkli sicakliklarin hiicre dis1 protein dagilimi degerlendirildigi

zaman, sayl, tiir ve derisim a¢isindan dnemli farkliliklar oldugu goriilmektedir.

Yapilan denemelerde 40 °C’de de iiretim gerceklestirilmis ancak ¢cogalma gozlenmemistir.
Bu ortamdan izole edilen proteinlerin 2D-PAGE analizi yapildiginda az da olsa protein
spotlar1 gozlenmistir. Hiicre ¢ogalmasinin goézlenmedigi 40 °C sicaklikta elde edilen
proteinlerin ise, baslica bu sicakliktaki ortama aktarilmadan once 30 °C’de c¢ogalan
hiicrelerin salgiladig1 proteinler oldugu, ayrica 40 °C’da hiicrelerin kendilerini bu sicakliga
adapte etmek i¢in salgiladiklar1 veya lizizlerinden gelebilecek proteinler oldugu da
diistiniilmektedir. Hiicre ¢ogalmasi olmadigindan verimlilik agisindan 6nem arz etmeyen
40 °C jelleri eslestirme setlerinde analizlenmemistir. 40 °C iiretim ortaminin 24. saat jel

goriintiisii Sekil 4.29°da, 33. saat jel goriintiisii ise Sekil 4.30°da verilmistir.
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pH 4.7
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Sekil 4.21 Farkli sicakliklarda ¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinlerinin 2D-PAGE

goriintiileri-I (=24 st)

pH 4-6
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Sekil 4.22 Farkli sicakliklarda ¢ogalan D. hansenii’nin pH 4—6 araligindaki hiicre dist
proteinlerinin yakinlastirilmig 2D-PAGE goriintiileri (a) (t=24st)
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Sekil 4.23 Farkli sicakliklarda ¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinlerinin 2D-PAGE

goriintiileri-1I (spot merkezleri kirmizi art1 ile igaretlenmistir, t=24 st)

b

c [=]
é.efg] %E"’S’Z ﬂ,;‘ggt

wmbols (matched:43 unmat

34 vd (Gapssian, Blodifizd)

Match symbels {(m: :23 vnmatched:61)

20°C t=24 v4 (Gaussian, Modifi=d) - i .-{Gausﬁ'z.n, Nodified)

Sekil 4.24 Farkli sicakliklarda ¢cogalan D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinlerinin 2D-PAGE
gorintiileri-III (yesil harfler master jeldekiler ile el ile eslestirilen spotlar, mavi
harfler otomatik olarak eslesen, kirmizi yuvarlaklar eslesmeyen spotlar, mor

harfler yer belirleyici olarak segilen spotlar, t=24 st)
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Cizelge 4.7 2D-PAGE jellerde sicaklik etkisinin PD-Quest analiz sonuglari-I (t=24 st)

o . KANTITATIF
KALITATIF ANALIZ .
ANALIZ
. Protein
Ornek Eslesmeyen spot En az?
Derisimi En az 2 kat
Toplam Eslesen sayisi kat artan
(ug/ml) . azalan
spot sayisi  spot sayist  Referans Ornek  spot
spot sayisi
jelde Jjelde sayisi
30 °C,
28,64 73 73 - - - -
t=24 st
20 °C,
24,54 84 23 50 61 5 6
t=24 st
10 °C,
28,03 131 48 25 83 3 22
t=24 st
pH 4.7
KDa
200
.
8h
& j -
50
40 -
30
25
20
15 sicaldlik 33 (Master)
10
el o2
e -

- =0

20°C t=33 v3 (Gavssizn, Modifizd) « 30°C =33 v4 (Gavssian, Modifizd)

Sekil 4.25 Farkli sicakliklarda ¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinlerinin 2D-PAGE
goriintiileri-IV (t=33 st)
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pH 4.6
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Sekil 4.26 Farkli sicakliklarda ¢ogalan D. hansenii’nin pH 4—6 araligindaki hiicre dist
proteinlerinin yakinlastirilmig 2D-PAGE goriintiileri (b) (t=33 st)

91



* & +
e+
ot
+ Bt ++ 4fw++
++ e+ $k + . e
- + 5
+ - + + $-Fh‘+
by + tg +
St s X ¥
+ & + 4
+++fi*-l|‘-* + ¥, il
* * . *
P 3 s + ¥ L2 *
+ . -
sicaldile 33 (Master) 10°C £=33 v4 (Gaussizn, Modified)
+
++
+ ‘*"} + -
e 4—0—%”
Lad 2 i + s ey
o, -ttt + ﬂ+ ++
¥ +"'""" e + + + R
£ é e + 3
i w b
+ + o
e+ & " +4L +¥]
+ ok o* +
g+
+
* + - + +
3 TRy . + g 2 8 ﬁ #*
¥ g + *
20°C t=33 v3 (Gaussian, Modifisd) 4 4§ i e 30°C t=33 v4 (Gavssizn, Modified)

Sekil 4.27 Farkli sicakliklarda ¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinlerinin 2D-PAGE

goriintiileri-V (spot merkezleri kirmizi arti ile isaretlenmistir, t=33 st)

S "
- § @ " eg 2] [2]
[u]
ap Im
| 5 p"\,w
Match symbels fmz::‘.‘.ec'.:“SS I\.%z{}‘a:cg E

sicaklilc 33 (Master)

2@ Mateh s Is {(matched:53 vnmatched:0)

Moty

Match symbels {matched: 39 snmatchad:54)

20°C =33 v3 (Gavssian, Modifisd) & &

Sekil 4.28 Farkli sicakliklarda ¢cogalan D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinlerinin 2D-PAGE
goriintiileri-VI (yesil harfler master jeldekiler ile el ile eslestirilen spotlar, mavi
harfler otomatik olarak eslesen, kirmizi yuvarlaklar eslesmeyen spotlar, mor

harfler yer belirleyici olarak segilen spotlar, t=33 st)
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Cizelge 4.8 2D-PAGE jellerde sicaklik etkisinin PD-Quest analiz sonuglari-II (t=33 st)

) . ) KANTITATIF
KALITATIF ANALIZ .
Protein ANALIZ
Ornek Derisgimi Eslesmeyen spot
Eslesen ¥ P En az 2 FEnaz?2kat
(ug/ml) Toplam sayist
spot . kat artan azalan
Spot sayist Referans Ornek
sayisi Spot sayist  Spot sayisi
jelde jelde
30 °C,
27,98 93 93 - - - -
t=33 st
20 °C,
28,69 113 59 34 54 26 9
t=33 st
10 °C,
31,41 87 34 59 53 14 9
t=33 st
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Sekil 4.29 40 °C’ta c¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinlerinin 2D-PAGE
goriintiileri-1 (t=24 st)

Sekil 4.30 40 °C’ta c¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinlerinin 2D-PAGE
goriintileri-II (t=33 st)
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4.6.3 Katki Maddelerinin D.hansenii‘nin Hiicre Dis1 Proteomlarina Etkisi

100 ppm derisimlerinde DMSO ve PEG-4000 varliginda ¢ogalan D. hansenii hiicrelerinin,
cogalmalarinin 24. ve 33. saatlerinde hiicre disina salgiladiklar1 proteinler 2D-PAGE
analizleri yapilarak karsilastirilmistir. Sekil 4.32 ve 4.35’te Orneklerin sirasiyla 24. ve 33.
saat 2D-PAGE jellerinin goriintiileri eslestirme setleri igindeki goriintiileriyle yer
almaktadir. Tiim goriintiilerde proteinler pH 4-6 araliginda yogunlagmaktadir. 24. saat
jellerinin pH 4-6 araliginin yakinlastirilmis gortintiisii Sekil 4.33’te, 33. saat jellerinin ayni
pH araligindaki yakinlagtirilmis goriintiisii ise Sekil 4.36’da gosterilmistir. PD-Quest
programi ile yapilan analizlerde katki maddesi icermeyen iiretim ortaminda c¢ogalan
hiicrelerin protein dagilimini gosteren jel, referans jel (master jel) segilip, diger ortamlarda
¢ogalan hiicrelerin proteinleri, benzerlik ve farkliliklar agisindan bu jel ile karsilastirilmistir.
24. ve 33. saatin jellerindeki her bir proteine karsilik gelen spotlar sirasiyla Sekil 4.34 ve
Sekil 4.37°de isaretlenerek gosterilmistir. Sekil 4.35 ve Sekil 4.38’de ise master jeldeki
proteinler ile eslesen ve eslesmeyenler proteinler isaretlenerek belirtilmektedir. Jellerin PD-
Quest ile yapilan analizi sonucu elde edilen proteinlere ait karsilagtirmali veriler ise Cizelge

4.9 ve Cizelge 4.10°da verilmistir.

Uretimin 24. saatinde izole edilen hiicre dist proteinlerin 2D-PAGE jel sonuglarma
bakilacak olursa, toplam protein sayisinin PEG-4000 igeren ortamda en yliksek (144 spot)
oldugu, DMSO igeren ortamda ise toplam protein sayisinin referans jele benzer oldugu (116
spot) saptanmustir (Cizelge 4.9). Eslesen spot sayilari karsilastirilinca PEG-4000 igeren
ortamda 54 spot, DMSO igeren ortamda ise 32 spot oldugu goriilmektedir. Ornek jelde olup
referans jelde olmayan spot sayilar1 biiyiik farklilik gostermezken, referans jelde olup 6rnek
jelinde olmayan spot sayilar1 bakimimdan DMSO igeren ortam 88 spotla, PEG-4000 iceren
ortamdan (66 spot) daha fazla spot igermektedir (Cizelge 4.9). Her iki 6rnekte en az iki kat
artan ve azalan protein spotlar1 saptanmistir. DMSO igeren ortamda artan ve azalan protein
sayilar1 biririne yakinken, PEG-4000 iceren ortamda azalan proteinlerin sayisi artanlarin 8

katidir.
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Uretimin 33. saatinde izole edilen hiicre dis1 proteinlerin 2D-PAGE jel sonuglarina
bakilacak olursa, toplam spot sayisinin en yiiksek 99 spotla yine PEG-4000 igeren ortamda
gozlenmekte oldugu; ancak genel anlamda tiim toplam protein spot sayilarinin birbirine
yakin oldugu goriilmiistiir. Referans jelle eslesen ve eslesmeyen spot sayilari agisindan da
benzer durum saptanmistir. DMSO igeren ortamda 50 farkli protein sentezledigi
gozlenirken, PEG-4000 igeren ortamda 51 farkli spot sentezlendigi gézlenmistir. Her iki
ornekte en az iki kat artan ve azalan protein spotlar1 saptanmistir. DMSO igeren ortamda
artan spot sayist 8, azalan spot sayisi 11 iken, PEG-4000 iceren ortamda bu say1 sirasiyla
10 ve 11°dir. Sonug olarak 33. saat orneklerine baktigimizda katki maddelerinin protein
profilinde degisiklik yarattigi; ancak DMSO ve PEG-4000’in bu anlamda birbirlerine bir

istiinliigii olmadig1 saptanmustir.

24 ile 33 saatlerin jel analizleri genel olarak birbirine yakin sonug¢ vermis ancak 33. st’de
eslesmeyen spot sayilarinda artis olmustur. Ayrica PEG-4000 iceren ortamda 24. st’de en

az 2 kat azalan spot sayisi, 33. st’ye gelindiginde 3 kat azalmistir.
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Sekil 4.31 Farkli katki maddeleri varliginda ¢ogalan D. hansenii’nin hiicre disi
proteinlerinin 2D-PAGE gorintiileri-I (t=24 st)
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pH 4.6
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Sekil 4.32 Farkli katki maddeleri varliginda ¢ogalan D. hansenii’nin pH 4—6 araligindaki
hiicre dis1 proteinlerinin yakinlastirilmis 2D-PAGE goriintiileri (a) (t=24 st)
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Sekil 4.33 Farkli katki maddeleri varhiginda c¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dist
proteinlerinin 2D-PAGE gorintiileri-II (spot merkezleri kirmizi art1 ile

isaretlenmistir, t=24 st)
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Sekil 4.34 Farkli katki maddeleri varliginda ¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dist

proteinlerinin 2D-PAGE goriintiileri-III (yesil harfler master jeldekiler ile el

ile eslestirilen spotlar, mavi harfler otomatik olarak eslesen, kirmizi

yuvarlaklar eslesmeyen spotlar, mor harfler yer belirleyici olarak segilen

spotlar, t=24 st)

Cizelge 4.9 2D-PAGE jellerde katki maddeleri etkisinin PD-Quest analiz sonuglari-I (t=24

st)
o . KANTITATIF
KALITATIF ANALIZ .
Protein ANALIZ
Ornek Derigimi Eslesmeyen spot Enaz 2
Enaz?
(ug/ml) Toplam Eslesen sayisi kat artan
. kat azalan
spot sayisi  spot sayisi  Referans Ornek spot
Spot sayisi
Jjelde jelde  sayisi
Kontrol 24,54 120 - - - - -
DMSO,
20,19 116 32 88 84 8 10
t=24 st
PEG-4000,
23,71 144 54 66 90 4 32
t=24 st
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pH 4.7
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Sekil 4.35 Farkli katki maddeleri varliginda ¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dist
proteinlerinin 2D-PAGE goriintiileri-IV (t=33 st)
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pH 4.6
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Sekil 4.36 Farkli katki maddeleri varliginda ¢ogalan D. hansenii’nin pH 4-6 araliindaki
hiicre dis1 proteinlerinin yakinlastirilmis 2D-PAGE goriintiileri (b) (t=33 st)
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Sekil 4.37 Farkli katki maddeleri varliginda ¢ogalan D. hansenii’nin hiicre dist
proteinlerinin 2D-PAGE goriintiileri-V (spot merkezleri kirmizi art1 ile

isaretlenmistir, t=33 st)
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Sekil 4.38 Farkli katki maddeleri varhiginda cogalan D. hansenii’nin hiicre dist
proteinlerinin 2D-PAGE goriintiileri-VI (yesil harfler master jeldekiler ile el
ile eslestirilen spotlar, mavi harfler otomatik olarak eslesen, kirmizi
yuvarlaklar eslesmeyen spotlar, mor harfler yer belirleyici olarak segilen

spotlar, t=24 st)
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Cizelge 4.10 2D-PAGE jellerde katki maddeleri etkisinin PD-Quest analiz sonuglari-II

(t=33 st)
. . . KANTITATIF
KALITATIF ANALIZ )
ANALIZ
. Protein
Ornek Eslesmeyen spot En az 2
Derisimi Enaz?2
Toplam Eslesen sayist kat artan
(ug/ml) . kat azalan
spot sayisi  spot sayisi  Referans Ornek spot
Spot sayisi
jelde jelde  sayisi
Kontrol 28,69 90 90 - - - -
DMSO,
26,71 88 38 52 50 8 7
t=33 st
PEG-4000,
25,73 99 48 42 51 10 11
t=33 st

4.7 Proteinlerin Tanimlanmasi

MALDI-tof ile her protein i¢in 30-50 adet kiitle spektrumu alinmis, en iyi spektrum
secilerek Mascot programi ile analizlenmistir. Anlamli sonug¢ veren proteinlere ait
spektrum oOrnekleri EK 11°de verilmistir. Arama motorunda SwisProt veri tabam
kullanildiginda anlamli sonu¢ veren 7 protein, eslesme oranlar1 (coverage), pl’lari
(izoelektrik noktalar1) ve molekiil agirliklariyla beraber Cizelge 4.11°de gosterilmis,
proteinlerin hangi Ornegin jelinde bulundugu ise Cizelge 4.12’de verilmistir. Bu
proteinlerin timi glukoz deney setinin 33. st orneklerine aittir. Anlamli sonug¢ veren
proteinlerden 6 tanesinin jellerde bagil bulunurluklar1 sayisal veriler halinde Ek 12’de
verilmigtir. Bakir transport proteini 86 referans jelde bulunmadigi i¢in bagil bulunurlugu

PD-Quest programi tarafindan hesaplanamamaktadir.
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Cizelge 4.11 Mascot programinda anlamli sonug¢ veren proteinler, eslesme oranlari,

molekiil agirliklar1 ve izoelektrik noktalari

Protein

No #

Protein Adi

orani

Eslesme MA (Da)

(coverage)(%) Deneysel

Teorik

pl

Deneysel

Teorik

Kromatin modifikasyon
proteini EAF7
(Chromatin
modification-related
protein EAF7)

RNA polimeraz II

transkripsiyon alt {inite

mediyatorii (Mediator of

RNA polymerase 11
transcription subunit)
WD tekrari igeren
protein JIPS (WD
repeat-containing
protein JIPS)

Otofaj proteini 18
(Autophagy-related
protein 18)

Protein RAIl (Protein
RAII)

Bakar transport proteini
86 (Copper transport
protein 86)

Sinaptobrevin benzeri
YKT6 (Synaptobrevin
homolog YKT6)

20

34

23

38

15

22

45600

20000

55700

50200

44500

44500

25600

36441

16139

65164

62868

44740

56774

23109

5,10

5,20

4,40

4,30

4,900

4,50

4,70

4,47

5,05

4,9

5,62

5,67

4,85

6,44
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Cizelge 4.12 Mascot programinda anlamli sonu¢ veren proteinlerin bulundugu, glukoz

t=33 setine ait jel 6rnekleri

Protein  Protein Adi Jel Ornekleri (t=33 st)

No # %1 %5 %10 %20 %30
1 Kromatin modifikasyon proteini EAF7 + +  + + +

2 RNA polimeraz II transkripsiyon alt tnite + + + - +

mediyatorii

3 WD tekrari igeren protein JIPS + +  + + -

4 Otofaj proteini 18 + o+ o+ + +

5 Protein RAII + o+ o+ + +

6 Bakar transport proteini 86 - - - + +

7 Sinaptobrevin benzeri YKT6 +  + o+ + +

Protein #1: Kromatin modifikasyon proteini EAF7, NuA4 histon asetiltransferaz
kompleksinin bir bilesenidir ve transkripsiyon aktivasyonunda goérev alir. Bu kompleks

ayrica DNA tamirinde de gorev alir (http://www.uniprot.org/uniprot/Q6BKL0). Proteine

ait Mascot analizlerinde kullanilan MALDI spektrumu Sekil 4.39°da verilmistir. Proteinin
jel iizerinde bulundugu nokta Sekil 4.40°da verilirken, kolon grafikleri halinde jellerdeki

miktar dagilimi ise Sekil 4.41°de verilmistir.

Protein #2 RNA polimeraz II transkripsiyon alt {inite mediyatorii, tiim RNA polimeraz II
transkripsiyon genlerinin regiilasyonunda gorev alir

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q6BM45). %20 glukoz 6rnegi hari¢ tiim 6rnek jellerinde

tespit edilen bu proteine ait Mascot analizlerinde kullanilan MALDI spektrumu Sekil
4.42°de verilmistir. Jel lizerinde bulundugu nokta Sekil 4.43’te verilirken, kolon grafikleri

halinde jellerdeki miktar dagilimi ise Sekil 4.45°te verilmistir.

Protein #3: WD tekrar1 iceren protein JIPS, hiicre ¢ekirdeginde bulunan ve yapisal olarak

triptofan-aspartat aminoasitlerinin tekrarlarini iceren bir proteindir
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(http://www .uniprot.org/uniprot/Q6BWJS5). %30 glukoz 6rnegi hari¢ tim 6rnek jellerinde

tespit edilen bu proteine ait Mascot analizlerinde kullanilan MALDI spektrumu Sekil
4.45te verilmistir. Jel tizerinde bulundugu nokta Sekil 4.46’da verilirken, kolon grafikleri

halinde jellerdeki miktar dagilimi ise Sekil 4.47°de verilmistir.

Protein #4: Otofaj proteini 18, hiicrede vezikiil formasyonunda, dejenere organellerin

sindirilmesinde ve otofajda gorev alir (http://www.uniprot.org/uniprot/Q6BIL4). Tiim

ornek jellerinde tespit edilen bu proteine ait Mascot analizlerinde kullanilan MALDI
spektrumu Sekil 4.48°de verilmistir. Proteinin jel lizerinde bulundugu nokta Sekil 4.49°da

verilirken, kolon grafikleri halinde jellerdeki miktar dagilimi ise Sekil 4.50°de verilmistir.

Protein #5: Protein RAI1’1n ise mRNA ve rRNA prekiirsér prosesinde yer aldigi tahmin
edilmektedir  (http://www.uniprot.org/uniprot/Q6BLU6). Bu proteine ait Mascot

analizlerinde kullanilan MALDI spektrumu Sekil 4.51°de verilmistir. Jel {izerinde
bulundugu nokta Sekil 4.52°de verilirken, kolon grafikleri halinde jellerdeki miktar

dagilimi ise Sekil 4.53’te verilmistir.

Protein #6: Bakir transport proteini 86, D. hansenii’de treonin sentezinde gorev alir.
Mikroorganizmalarin ¢ogu aspartik asitten yola ¢ikarak treonin sentezleyebilme yetenegine
sahiptir; ancak insan viicudu tarafindan sentezlenemedigi icin disaridan beslenme yoluyla

alimmas1 gerekmektedir (http://www.uniprot.org/uniprot/Q6BKV?2). Denemelerde, yiiksek

glukoz derisimine ait ortamlarda (%20 ve %30 glukoz) varligi tespit edilen bakir transport
proteini 86’ya ait Mascot analizlerinde kullanilan MALDI spektrumu Sekil 4.54’de
gosterilmistir. Proteinin jel lizerinde bulundugu nokta ise eslestirme setinin yakinlagtirilmis

goriintiisii tizerinde Sekil 4.55’te gdsterilmistir.

Protein #7: Sinaptobrevin benzeri YKT6, salgi vezikiillerinde membran proteinidir ve
hiicre i¢i iletisimde ya da hiicre disgmna yapilan salgilarda goérev alir

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q6BSL0). Tiim 6rnek jellerinde tespit edilen bu proteine

ait Mascot analizlerinde kullanilan MALDI spektrumu Sekil 4.56’da verilmistir. Jel
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tizerinde bulundugu nokta Sekil 4.57°de verilirken, kolon grafikleri halinde jellerdeki

miktar dagilimi ise Sekil 4.58°de verilmistir.

D. hansenii’nin hiicre dis1 proteinlerinin incelendigi bu calismada bazi hiicre igi
proteinlerin tespit edilmis olmasi, hiicre lizizinden kaynaklantyor olabilecegi gibi, o
proteinlerin gorevlerinin heniiz tam bilinmiyor olmasindan da kaynaklaniyor olabilir.
Ayrica veri tabanlarinda D. hansenii’nin yeterli sayida tanimlanmis proteinin bulunmayisi
da smirlandiric1 faktorler arasindadir. Deneysel ve teorik molekiil agirliklarinda ya da
pl’larda goriilen kiiciik farklanmalar ise post-translasyonel modifikasyonlardan

kaynaklanmaktadir.
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Kromatin modifikasyon proteini EAF7
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Sekil 4.39 Kromatin modifikasyon proteini EAF7’ye ait MALDI spektrumu
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Sekil 4.40 Glukoz t=33 eslestirme setinin yakinlastirilmis goriintiisli tizerinde kromatin

modifikasyon proteini EAF7’nin bulundugu nokta
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Sekil 4.41 Kromatin modifikasyon proteini EAF7’nin kolon grafikleri halinde jellerdeki

miktar dagilimi
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Sekil 4.42 RNA polimeraz II transkripsiyon alt iinite mediyatoriine ait MALDI spektrumu
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Sekil 4.43 Glukoz t=33 eglestirme setinin yakinlastirilmig goriintlisii {izerinde RNA

polimeraz II transkripsiyon alt iinite mediyatoriiniin bulundugu nokta
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Sekil 4.44 RNA polimeraz II transkripsiyon alt {inite mediyatdriiniin kolon grafikleri
halinde jellerdeki miktar dagilimi
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WD tekrari iceren protein JIP5
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Sekil 4.45 WD tekrar1 igeren protein JIP5’e ait MALDI spektrumu
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Sekil 4.46 Glukoz t=33 eslestirme setinin yakinlastirilmis goriintiisii iizerinde WD tekrar1

iceren protein JIPS’in bulundugu nokta
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Sekil 4.47 WD tekrar1 igeren protein JIP5’in kolon grafikleri halinde jellerdeki miktar

dagilimi

Otofaj proteini 18
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Sekil 4.48 Otofaj proteini 18’e ait MALDI spektrumu
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Sekil 4.49 Glukoz t=33 eslestirme setinin yakinlastirilmis goriintiisii {izerinde otofaj

proteini 18’in bulundugu nokta
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Sekil 4.50 Otofaj proteini 18’in kolon grafikleri halinde jellerdeki miktar dagilin
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Sekil 4.51 Protein RAI1’e ait MALDI spektrumu
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Sekil 4.52 Glukoz t=33 eslestirme setinin yakinlastirilmig goriintiisii lizerinde protein
RAI1’in bulundugu nokta
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Sekil 4.53 Protein RAI1’in kolon grafikleri halinde jellerdeki miktar dagilimi

Bakur transport proteini 86
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Sekil 4.54 Bakir transport proteini 86’ya ait MALDI spektrumu
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Sekil 4.55 Glukoz t=33 eslestirme setinin yakinlastirilmis goriintiisii iizerinde bakir

transport proteini 86 nin bulundugu nokta

Sinaptobrevin benzeri YKT6
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Sekil 4.56 Sinaptobrevin benzeri YKT6’ya ait MALDI spektrumu
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Sekil 4.57 Glukoz t=33 eglestirme setinin yakinlagtirilmig goriintiisii {izerinde

sinaptobrevin benzeri YKT6 nin bulundugu nokta
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Sekil 4.58 Sinaptobrevin benzeri YKT6’nin kolon grafikleri halinde jellerdeki miktar
dagilimi
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 izole ve Ticari D.hansenii’nin karsilastirilmasi

Hiicre dis1 protein tiretimi ve dagilimi incelenecek Debaryomyces hansenii tiirii mayanin
secilmesi i¢in iki farkli izolat ile denemeler yapilmistir. Bu mayalardan biri ticari olarak
satin alinan Debaryomyces hansenii NRLL Y-7426, digeri ise siit mamulleri liretim tesisi
yagh atigindan izole edilen ve 16S rRNA analizi ile Debaryomyces hansenii oldugu

gosterilen (Takag ve Sengel 2010) mayadir.

30°C’de 150 rpm’de UYM besi ortaminda mayalarin ¢ogalmasi, 3 saat araliklarla
spektrofotometrik olarak takip edilmistir. 33. saatin sonunda ticari D. hansenii 3,888
mg/ml derisime ulasirken, izole edilen D. hansenii 2,906 mg/ml hiicre derisimine
ulagmistir (Sekil 4.1). Ancak iki maya hiicre dis1 protein liretimi agisindan kiyaslandiginda,
ticari D. hansenii’nin 14,81 pg/ml’e, izole edilen D. hansenii’nin ise 27,98 pg/ml’e ulastigi
goriilmiistiir (Sekil 4.2). Calismanin amacina uygun oldugundan, denemelere daha fazla
miktarda protein salgilayan, siit mamulleri tiretim tesisi yagli atigindan izole edilen D.

hansenii ile devam edilmesine karar verilmistir.

5.2 Tuzun (NaCl) D. hansenii Cogalmasina Etkisi

Debaryomyces hansenii’nin en 6nemli Ozelliklerinin basinda yiiksek tuz derisimlerine
dayanabilen halofilik bir maya olmasi gelmektedir. Bu maya %3-5 tuzluluk oranlarinda
optimum ¢ogalma gosterirken, %25 tuzluluk oranlarina kadar dayanabilir (Breuer and
Harms 2006). Bu nedenle 6n deneme olarak mayanin %5 NaCl iceren ve icermeyen, farkl
glukoz derisimine sahip UYM ortamlarinda ¢cogalmalar1 karsilagtirilmistir. Bunun i¢in %1
glukoz, %5 glukoz, %1 glukoz+%5 NaCl, %2 glukoz+%5 NaCl ve %5 glukoz+%35 NaCl
iceren UYM ortamlarinda 30°C’de 150 rpm’de iiretimler gerceklestirilmistir. Genel olarak

tuzun hiicre ¢cogalmasii hafif¢e azalttigi, en iyi ¢cogalmanin %1 glukoz iceren ortamda
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gerceklestigi goriilmiistiir (Sekil 4.3). Sorenson and Jakobsen (1997), yaptiklar1 ¢alismada
%1, %6 ve %12 NaCl igeren ortamlarda D. hansenii’nin ¢ogalmasini incelemis ve tuz
oranindaki artigin hiicrenin 6zgiil ¢ogalma hizini azalttigin1 ortaya koymustur. Gonzalez-
Hernandez et al. (2005), D. hansenii’den trehaloz tiretimini inceledigi ¢alismasinda ise,
IM NaCl igeren besi ortaminda, tuz igermeyen ortama gore mayanin daha iyi ¢ogaldigini
bildirmistir. Bu ¢calismada elde edilen sonuglar, literatiirde sunulan iki farkli veriden ilkiyle
uyum gostermektedir. D. hansenii’nin ¢ogalmasinda tuzun etkisi hakkinda farkli
sonuglarin elde ediliyor olmasi, kullanilan maya izolati ve besiyerinin farkli olmasindan
kaynaklantyor olabilir. Tuzlu ortamlarda, D. hansenii’nin hiicre digina salgiladig1 protein
derisimleri, tuzun Bradford yontemi ile girisim yapmasi sonucu Olg¢iilememis ve

dolayistyla bir kiyaslama yapilamamistir.

5.3 Glukoz Derisiminin Hiicre Cogalmasi ve Hiicre Dis1 Protein Derisimine Etkisi

D. hansenii’den protein iiretiminde ekstrem glukoz derisimlerinin hiicre ¢ogalmasi ve
hiicre dis1 protein derisimi iizerine etkisi %1, 5, 10, 20 ve 30 glukoz derisimleri icin
incelenmistir. Incelenecek ortamlarin su aktivitesi degerleri de dlgiilerek, sonuclar ayni
zamanda su aktivitesi olarak da degerlendirilmistir. Beklendigi gibi, glukoz derisimi

arttikca, su aktivitesinin azaldig tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

UYM ortaminda 30°C ve 150 rpm’de hiicreler ¢ogaltilmis ve 3 saat araliklarla alinan
ornekler spektrofotometrik olarak analizlenmistir. Glukoz derigiminin artmasiyla hiicre
¢ogalma hizinin ve ulasilan en yiiksek hiicre derisimlerinin azaldigi gozlenmis ve en
yiiksek hiicre derisimine %1 glukoz igeren ortamda 33. saatte 2,807 mg/ml ile ulagilmistir
(Sekil 4.4). Ancak mayanin yiiksek glukoz derisimlerinde dahi ¢ogalabildigi yani diisiik su
aktivitesi stresine dayanikli oldugu tespit edilmistir. Saha and Bothast (1996), D.
hansenii’nin %30 glukoz iceren besi ortaminda ¢ogalabildigini ve Van den Tempel (2000)
de mayanin diisiik su aktivitelerinde ¢ogalabildigini gostermistir. Bu anlamda elde edilen
veriler literatiir ile uyumludur. En yiiksek 6zgiil cogalma hiz1 0,14 st olmak iizere yine
%1 glukoz derisiminde bulunmustur (Cizelge 4.2). Glukoz derisimi %1 den %30 degerine

artirlldig1 zaman ulagilan hiicre derisimi % 34 ve hiicre cogalma hiz1 ise %36 azalmistir.
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Hiicre disina salgilanan protein derisimleri ise 24. ve 33. saatlerde belirlenmistir. Genel
olarak glukoz derisimi arttik¢a hiicre ¢ogalmasina paralel olarak hiicre disina salgilanan
protein derisiminin azaldig1 gézlenmistir. En yiiksek hiicre dis1 protein iiretimi %1 glukoz
iceren ortamda 24. saatte 28,64 pg/ml olarak Olglilmiistiir (Sekil 4.6). Glukoz derisimi
%1°den %30 degerine artirildig1 zaman ulasilan protein derisimi 24. saat i¢in %46, 33. saat
icin ise %65 azalmistir. Ayrica 24. ve 33. st 6rnekleri arasinda 6nemli bir fark olmamasi,
hiicrelerin  hiicre dist protein {iiretimini, baglica {lstel fazda gerceklestirdigini
gostermektedir. Farkli glukoz derisimlerinin D. hansenii’nin hiicre dis1 protein derisimine

etkisi ile ilgili literatiirde herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.

5.4 Sicakhigin Hiicre Cogalmasi ve Hiicre Dis1 Protein Derisimine Etkisi

Debaryomyces hansenii mayasinin optimum biiytime sicakligi 20-25 °C’dir; ancak 0
°C’nin altinda dahi yagamini siirdiirebildigi bilinmektedir (Breuer and Harms 2006). Bu
calismada, protein liretiminde 6nemli parametrelerden biri olan sicaklik etkisi 10, 20, 30 ve

40 °C’de gergeklestirilen deneyler ile incelenmistir.

Incelenen sicakliklar arasindan D. hansenii sadece 40 °C’de ¢ogalma gdstermemistir. Diger
tiim sicakliklarda ¢ogalmis, ancak diisiik sicakliklarda (10 ve 20 °C) g¢ogalma yavas
olmasina ragmen en yiiksek hiicre derisimlerine bu sicakliklarda ulagilmistir. Buna karsin,
yiiksek sicaklikta (30 °C) daha hizli ¢ogalan hiicrelerin ulastiklar1 derisim diisiik
sicakliklardan daha azdir. En yiiksek hiicre derisimine 10 °C’de 33. saatte 3,645 mg/ml
olarak (Sekil 4.7); en yiiksek 6zgiil cogalma hizina ise 30 °C’de 0,14 st (Cizelge 4.3)
olarak ulasilmistir. Sorenson and Jakobsen (1997), yaptiklar1 ¢alismada sicakligin D.
hanseni’nin ¢ogalmasi lizerine etkisini incelemis ve bu mayanin 10 ila 30 °C arasindaki
sicakliklarda yasayabildigini gostermistir. Ayrica literatlirde, D. hanseni’nin 39 °C
sicakliga kadar yasamin siirdiirebildigina dair bilgiler mevcuttur (Nakase and Suzuki

1985).

En yiiksek hiicre dis1 protein tiretimi 10 °C’de gerceklestirilen iiretimin 33. saatinde 31,41

ug/ml olarak bulunmustur (Sekil 4.9). 20 °C’de gerceklestirilen denemede ise en yiiksek
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28,69 pg/ml hiicre dis1 protein derisimine ulasilmistir. Marquina et al. (2001), D.
hansenii’den toksin iiretimini inceledigi ¢alismasinda, YMB (Yeast Morphology Broth)
besi ortaminda 20 °C’de ¢ogalan D. hansenii CYC 1021 nin hiicre dis1 protein derisiminin
0,241 mg/ml’ye ulastigini bildirmistir. Bu anlamda elde edilen sonuglar arasindaki fark,
kullanilan maya izolatlarinin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir. 30 ve 40 °C
sicakliklarinda 24. ve 33. st’lerde  iretilen protein miktarlarinda Onemli fark
gozlenmezken, 10 ve 20 °C sicakliklarinda 33. st’de daha yliksek protein derisimi
Olclilmiistiir. Bu duruma, diisiikk sicakliklarda mayanin durgunluk fazina daha geg

ulagilmasinin neden oldugu diigtiniilmektedir.

5.5 Katki Maddelerinin Hiicre Cogalmasi ve Hiicre Dis1 Protein Derisimine EtKisi

Marquina et al. (2001), calismalarinda farkli katki maddelerinin D. hansenii’den toksin
tiretimine etkisi incelemis ve bazi katki maddelerinin toksin iiretimini artirdigini tespit
etmiglerdir. Bu katki maddeleri arasinda polar aprotik bir solvent olan DMSO toksin

tiretimini 1.7 kat ve birer polieter olan PEG-400 ile PEG-1500 de 1.3 kat artirmistr.

Bu calismada, Debaryomyces hansenii’nin farkli katki maddelerinin varliginda ¢ogalmasi
ve hiicre dis1 protein derisimine etkisini incelemek amaciyla iiretim ortamlarina ayri ayri
100 ppm DMSO ve 100 ppm PEG-4000 eklenmistir. Kontrol ortami olarak katki maddesi
icermeyen UYM ortami kullanilmis, denemeler D. hansenii’nin en iyi ¢ogalma gostedigi

20°C sicaklikta gergeklestirilmistir.

Incelenen tiim ortamlarda ve kontrolde hiicre ¢ogalmasi benzer sekilde gergeklesmis, katki
maddelerinin énemli bir etkisi olmamistir. En yiiksek hiicre derisimine ve 6zgiil ¢ogalma
hizina PEG-4000 igeren ortamda 3,610 mg/ml ve 0,17 st! ile ulagilmistir (Sekil 4.10,
Cizelge 4.4).
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Katki maddesi igeren ortamlarda protein iiretiminde hafif bir azalma gozlenmis ve genel
olarak 33. st protein iiretimlerinin, 24. st protein lretimlerinden yliksek oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.12). En yiiksek protein tliretimine kontrol {iretim ortaminda ¢ogalmanin

33. st’inde 28,69 pg/ml ile ulagilmustr.

5.6 Proteom Analizleri

5.6.1 Glukoz Derisiminin D.hansenii’nin Hiicre Dis1 Protein Dagilimina Etkisi

D. hansenii hiicrelerinin %1, 5, 10, 20 ve 30 glukoz derisimlerinde ¢ogalmalarinin 24. ve
33. saatlerinde hiicre disina salgiladiklar1 proteinler, 2D-PAGE analizleri yapilarak
karsilagtirilmistir.  Genel olarak proteinler tim jellerde pH 4-6 araliinda
yogunlagmaktadir. PD-Quest programu ile yapilan jel analizlerinde %1 glukoz derisiminde
cogalan hiicrelerin protein dagilimin1 gosteren jel, referans jel (master jel) secilmis, diger
glukoz derisimlerinde ¢ogalan hiicrelerin proteinleri, benzerlik ve farkliliklar agisindan bu

jel ile karsilastirilmastir.

Uretimin 24. saatinde izole edilen hiicre dis1 proteinlerle yapilan 2D-PAGE jel
analizlerinde, glukoz derigiminin artmasi ile %1 glukoz igeren ortama gore hiicre disina
salgilanan protein sayis1 Once arttigi, %30 glukoz derisimine ulasildiginda ise hafif bir
azalma oldugu gorilmiistiir. Ancak tiim yiikksek glukoz derisimlerinde toplam protein
sayist (toplam spot sayisi) %1 glukoz jelinden daha fazladir. Bu sonug, yiiksek glukoz
derisimlerinde hiicrenin daha az ¢ogalmasina karsin, hiicrelerin yaratilan stres nedeniyle
daha fazla sayida protein salgiladigin1 gostermektedir. En yiiksek protein sayis1 228 ile
%20 glukoz igeren ortamda elde edilmistir (Cizelge 4.5). Ayrica, glukoz derisiminin
artmasi ile hiicre dis1 toplam protein derisiminin azaldigr bulunmustur. Bu iki bulgu, her
ortamda hiicre disina salgilanan proteinlerin hem miktar olarak, hem de tiir olarak farkli
oldugunu gostermektedir. Bu sonucun bir diger gostergesi, yiiksek glukoz derigimli jellerde
%1 glukoz jeli ile eslesen ve eslesmeyen protein spotlarinin farkli sayida olmasidir. %1

glukoz jeli ile en biiylik farklilik, %20 glukoz jelinde elde edilmistir (155 eslesmeyen
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spot); bunu %30 glukoz jeli (114 eslesmeyen spot) izlemektedir. Bu iki glukoz derisiminin,
D. hansenii tarafindan hiicre disina salgilanan proteinler acisindan en biiylik farklilig:
yarattiklart i¢in en Onemli olduklar1 disiiniilmektedir. Elde edilen sonuglar, glukoz
derigiminin degisimi ile bazi proteinlerin miktarlarinin en az iki kat arttigin1 veya

azaldigini da gostermektedir.

Uretimin 33. saatinde izole edilen hiicre dis1 proteinlerin 2D-PAGE jel analizlerine
bakildiginda, %1 glukoz derisimine sahip ortama gore toplam spot sayisinin, %5 glukoz
derisiminde azaldigi, %20 glukoz derisiminde arttig1 ve diger glukoz derisimlerinde hemen
hemen aynmi kaldigi goriilmektedir. Hiicre dis1  toplam protein derisiminin, glukoz
derisiminin artmasi ile azaldig1 bulunmasina karsin, en yiiksek protein sayisi 103 ile %20
glukoz iceren ortamda elde edilmistir. Eslesmeyen spot sayilarina yani sentezlenen farkli
proteinlerin sayilarina bakilacak olursa, beklendigi gibi, %1 glukoz iceren ortamla en biiyiik
farklilik yine 53 spot ile %20 glukoz igeren ortamda goriilmektedir. %1 glukoz jelinde
(referans jelde) olup da diger jellerde olmayan proteinler agisindan karsilastirma
yapildiginda ise, %5 glukoz derisimine sahip ortamin 41 spotla en yiiksek sayiya ulastigi
goriilmektedir. Referans jel ile eslesen spot sayisinin en az oldugu bu jelde (33 spot) elde

edilen bu sonug yine beklenen bir durumdur (Cizelge 4.5).

24. saatin jel analiz sonuglar1 33. saatin sonuglari ile kiyaslandiginda genel olarak 33. saatte
toplam protein sayisinda bir azalma s6z konusu oldugu goriilmiistiir. Bu azalmaya,
inkiibasyonun ilerleyen zamanlarinda mayanin salgiladifi proteaz enzimlerinin ve
calkalamali hava banyosunun mekanik etkilerinin sebep olabilecegi diistiniilmektedir.
Miktar olarak artan ve azalan spotlar her iki saattede gozlenmis; ancak 24. saatte glukoz
derisiminin bu etkisi daha kuvvetli olmustur. Her iki saatte en yiiksek spot sayis1 %20 ile
ayn1 glukoz derisiminde gézlenmistir. Sonug olarak farkli glukoz derisimlerinde hiicre dis1
proteinlerin dagilimi degerlendirildigi zaman, tiir ve derisim agisindan 6nemli farkliliklar
oldugu goriilmektedir. Literatiirde, glukoz derisiminin D. hansenii’nin hiicre dis1 protein

dagilimina dair bilgi bulunmamaktadir.
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5.6.2 Sicakhi@in D.hansenii’nin Hiicre Dis1 Protein Dagilimina Etkisi

Debaryomyces hansenii hiicre dis1 proteinlerinin dagilimina sicakligin etkisi 10, 20 ve
30°C sicakliklar i¢in 2D-PAGE analizleri yapilarak incelenmistir. PD-Quest programi ile
jellerin karsilagtirilmasi sirasinda 30°C sicaklikta ¢ogalan hiicrelerin protein dagilimin
gosteren jel, referans jel (master jel) secilip, diger sicakliklarda g¢ogalan hiicrelerin

proteinleri benzerlik ve farkliliklar agisindan bu jel ile karsilagtirilmigtir.

Uretimin 24. saatinde izole edilen hiicre dist proteinlerin 2D-PAGE jel sonuglarina
bakildiginda, iiretim sicaklig1 azaldikca toplam protein sayisinin arttig1 ve en yiiksek protein
sayisina 131 spot ile 10°C’ta ulasildig1 goriilmektedir (Cizelge 4.7). Mayanin en iyi ¢cogalma
gosterdigi sicaklik olan 20°C’ta ise toplam 84 protein spotu bulunmaktadir. Referans jelle
eslesmeyen spot sayis1 yani sentezlenen farkli protein sayis1 10°C’ta 83 spot ile en yiiksek
degere ulasirken, 20°C’ta 23 adet farkli spot oldugu tespit edilmistir. 10°C sicaklikta stress
kosuluna adaptasyon saglamaya calisan D. hansenii’nin farkli proteinler sentezledigi ama
pek cok protein miktarinda azalma oldugunu goriilmektedir. Bu sicaklikta {iretilen 22
protein en az 2 kat azalma gostermistir (Cizelge 4.7). Bunun sebebi, 10°C sicaklikta

mayalarin ¢ogalmaya daha ge¢ baglamasidir.

Uretimin 33. saatinde izole edilen hiicre disi proteinlerin 2D-PAGE jel sonuglarina
bakildiginda, toplam protein sayisinin referans jele gére 20°C’ta artarak 113’e ulastigi,
10°C’ta ise azalarak 87’e dustiigii goriilmektedir. 20°C’ta 59 spotun referans jel ile
eslestigi, geri kalan 54 spotun ise farkli olarak sentezlendigi goriilmektedir. 10°C’ta ise
toplam 87 spotun 34 tanesi referans jel ile eslesmekte, 53 tanesinin ise farkli olarak
sentezlendigi goriilmektedir. En az iki kat azalan spot sayilar1 her iki sicaklikta da
ayniyken (9 spot), 20°C’ta artan spotlarin sayisi (26 spot), 10°C’ye gore (14 spot) oldukca
fazladir (Cizelge 4.8). Sonug olarak, hem 24. hem 33. saatte farkli sicakliklarin hiicre disi
protein dagilimi degerlendirildigi zaman, sayi, tiir ve derisim agisindan 6nemli farkliliklar

oldugu goriilmektedir.
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Sicaklik etkisinin incelendigi deney setinde, 40°C sicaklikta mayanin c¢ogalmadigi
goriilmiis, ancak 24. saatte 30,14 pg/ml ve 33. saatte 30,52 pg/ml protein derigimleri
Ol¢iilmiistiir. Bu proteinlerin hiicrelerin yiiksek sicakliga adaptasyonu sirasinda salgilanmis
olabileceginden, 30°C sicaklikta gergeklesen 6n cogalma isleminden ve hiicre lizisi
nedeniyle ortama salinan hiicre i¢i proteinlerden dolay1 bagil olarak yiiksek derisime sahip
oldugu diistiniilmektedir. Hiicre ¢ogalmasinin olmadigi bu sicaklik, verimlilik acisindan
onem gostermedigi icin 40°C jelleri eslestirme setlerine dahil edilmemistir. Beklendigi gibi
bu ortamdan izole edilen proteinler, jel iizerinde ¢ok az sayida spot olusturmustur (Sekil

4.29, Sekil 4.30).

5.6.3 Katki Maddelerinin D.hansenii’nin Hiicre Dis1 Protein Dagilimina Etkisi

100 ppm derisimde DMSO ve PEG-4000 igeren ortamda cogaltilan D. hansenii
hiicrelerinin, cogalmalarinin 24. ve 33. saatlerinde hiicre disina salgiladiklari proteinler 2D-
PAGE analizleri yapilarak karsilagtirllmistir. PD-Quest programi ile yapilan analizlerde
katki maddesi igermeyen iiretim ortaminda ¢ogalan hiicrelerin protein dagilimini gosteren
jel, referans jel (master jel) secilip, diger ortamlarda cogalan hiicrelerin proteinleri,

benzerlik ve farkliliklar agisindan bu jel ile karsilastirilmistir.

Uretimin 24. saatinde izole edilen hiicre dist proteinlerin 2D-PAGE jel sonuglarina
bakildiginda, en fazla protein sayisina 144 spot ile PEG-4000 iceren ortamda ulagildigi
goriilmiistiir. Bu proteinlerden 54 tanesi referans jel ile eslesirken, 90 tanesi eslesmemis
yani farkli olarak sentezlenmistir. DMSO igeren ortamda ise, referans jelde toplam spot
sayisina benzer olarak 116 spot sayilmistir. Bu jelde ise 32 spot referans jel ile eslesirken,
84 tanesi eslesmemistir. DMSO igeren ortamda artan ve azalan protein sayilart birbirine

yakinken, PEG-4000 igeren ortamda azalan proteinlerin sayisi artanlarin 8 katidir.

Uretimin 33. saatinde izole edilen hiicre disi proteinlerin 2D-PAGE jel sonuglarina
bakilacak olursa, toplam spot sayilari, eslesen ve eslesmeyen spotlar agisindan genel olarak
bir benzerlik oldugu goriilmektedir. Ancak toplam spot sayisi en yiliksek 99 spotla yine
PEG-4000 igeren ortamda tespit edilmistir. Toplamda 88 spot sayillan DMSO igeren
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ortamda 50 farkli protein sentezledigi gozlenirken, PEG-4000 iceren ortamda 51 farkli spot
sentezlendigi gozlenmistir. DMSO igeren ortamda artan spot sayisi 8, azalan spot sayist 11
iken, PEG-4000 iceren ortamda bu say1 sirasiyla 10 ve 11°dir. Sonug olarak 33. saat
orneklerine baktigimizda katki maddelerinin protein profilinde degisiklik yarattig1, ancak

DMSO ve PEG-4000’in bu anlamda birbirlerine bir iistiinliigli olmadig1 saptanmustir.

5.7 Proteinlerin Tanimlanmasi

PD-Quest programu ile kalitatif ve kantitatif analizleri tamamlanan jellerde bulunan tiim
spotlar kesilmis ve proteinler jel i¢indeyken tripsine edilerek, peptitlerine pargalanmis
halde jelden ekstrakte edilmistir. MALDI ile kiitle spektrumu elde edilen proteinlerin,
peptid kiitle parmak izi yontemi kullanilarak Mascot programinda tanimlanma islemleri

gerceklestirilmistir.

Bu c¢alismada, toplam 269 kiitle spektrumu Mascot programi ile ayni parametreler
kullanilarak analizlenmis ve SwissProt veri tabaninda eslesen proteinler arasindan 7 tanesi
anlamli sonuglar vermistir. Bu proteinler kromatin modifikasyon proteini EAF7, RNA
polimeraz II transkripsiyon alt iinite mediyatorii, WD tekrar1 igeren protein JIPS5, otofaj
proteini 18, protein RAII, bakir transport proteini 86 ve sinaptobrevin benzeri YKT6
proteinleridir. Bu proteinlerin spektrumlarinda elde edilen peptid kiitlelerinin, teorik peptid
kiitleleriyle eslesme yiizdeleri (coverage) sirasiyla 20, 34, 9, 23, 38, 15 ve 13’tiir. Elde
edilen tim protein sonuglarinin kiitleleri ve pI’lar teorik saptamalara uygundur (Cizelge

4.11).

Veri tabanlarinda tanimlanmis Debaryomyces hansenii proteinlerinin az sayida olmast
sonuca ulagsmayi1 kisitlayan faktorler arasindadir. Yapilan ¢alismada daha hassas protein

tanimlamalarina ulasmak i¢in ayrica deneysel tekniklerin de gelistirilmesi gerekmektedir.
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Toplu sonucglar ve oneriler:

Bu yiiksek lisans calismasinda farkli stres kosullarinda Debaryomyces hansenii nin
cogalmasi, hiicre dis1 protein liretimi ve bu proteinlerin dagilimi incelenmistir. Glukoz
derisiminin, sicakligin ve katki maddelerinin D. hansenii lizerinde etkisi incelenmis ve
incelenen stres kosullarinin proteinler lizerinde gerek cesitlilik gerekse miktar acgisindan

oldukca etkili oldugu saptanmaistir.

Endiistriyel acidan 6nemli bir maya olan Debaryomyces hansenii’nin proteinleri hakkinda
elde edilecek her tiirlii bilgiye pek ¢ok biyoteknolojik prosesin aciklanabilmesi i¢in ihtiyag
vardir. D. hansenii proteinlerinin daha iyi anlagilabilmesi icin farkli protein izolasyon
teknikleri denenmeli, kullanilan yontemler optimize edilmeli ve neticede daha hassas
protein tanimlamalarina ulagilmalidir. Bu sayede, ortamda az bulunan veya molekiil
agirhig1 ¢ok diisiik olan proteinler de tanimlanabilir. Bunun i¢in PF-2D (protein fractination
system) gibi daha hassas sonuclarin elde edilebildigi kromatografik protein ayirma

yontemlerinden faydalanilabilinir.

Boliim 2.4’te D. hansenii’nin hiicre i¢i proteomuna iliskin yayimlanan tek calismanin
bulgular1 6zetlenmistir (Gori et al. 2007). Bu calisma ise, D. hansenii’nin hiicre dis1
proteinlerini global olarak analizlemesi ve proteomik tekniklerin kullanilmasi acisindan
literatlirde tektir. Yapilan ¢alisma ayni zamanda, uzun denemeler ile ortaya ¢ikan yontem
optimizasyonlari sonucu ile olusmasit nedeniyle, sonraki c¢alismalara 1s1k tutacak

niteliktedir.
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EK 1 Deneylerde kullanilan kimyasal ve biyokimyasal maddeler

Kimyasal Firma Katalog No
Agar Scharlau 07-004
Akrilamid Biorad 161-0141
Amonyum persiilfat Biorad 161-0700
Amonyum bikarbonat Sigma A6141
Asetik asit Riedel-de Haén 27225
Asetonitril Sigma 34998
Boyasiz marker Promega V8491
Bradford boyasi Biorad 500-0006
Bromofenol blue Biorad 161-0404
BSA Sigma A-9647
CHCA Sigma C2020
D(+)-glukoz-monohidrat Applichem A1349
DMSO Merck 1,16743,1000
DTT Biorad 161-0611
EDTA Sigma E9884
Etanol Sigma 34870
Formik asit Riedel-de Haén 27001
Glisin Applichem 4-1067
Hidroklorik asit Riedel-de Haén 07102
Iyodoasetamid Biorad 163-2109
Kazein Sigma C5890
Malt 6ziitii Scharlau 07-080
Maya oziitii Scharlau 07-079
Metanol Merck 1.13351.2500
Mineral oil Biorad 163-2129
PEG-4000 Applichem A1249
Pepton Fluka 70171
Proteaz inhibitorii Roche 1.697.498
Sodyum dodesil siilfat Biorad 161-0302
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Sodyum kloriir
Sypro ruby
TCA

TEMED

TFA

Tiyotire
Tripsin
Trisma-Base

Ure

AppliChem
Sigma
Merk
Biorad
Pierce
Sigma
Promega
Sigma

Merk

A2942
S4942
100810
161-0801
28904
Sigma 7875
VS511A
T6066
108488
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EK 2 Poliakrilamid jel icerigi

Kosturma Jeli Yigma Jeli
Son oran (%) 12,5 4
Son hacim 10 ml 3ml
1,5 M Tris HCL pH 8,8 2,5 ml -
0,5 M Tris HCL pH 6,8 - 750 pl
%40 akrilamid/bis ¢ozeltisi (37,5:1) 3.125 ml 300 ul
%10 SDS 100 pl 30 ul
Ultra saf su 4.22 ml 1.902 ml
%10 amonyum persiilfat 50 pl 15 pl
TEMED S5ul 3ul
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EK 3 MALDI kalibrasyon spektrumu

Peptid Molekiiler agirlik (kDa)
Angiotensin 1296,6853

Substance P 1347,7360

Glu Fib 1570,6774

Renin 1758.9326

ACTH 2465,1989

o pric 7800

1004 ; : ; ; ; ; ; ; 1759.8617

Libess | 1 G [oodod

= e iR e K +2479. 7605 - -
N i | 17759364 2&\&8 3??2% i | H i
L bl bl 0l

T t f T f t f f t t t f t f t T t T t T T t t t T Y f t f t f t
a00 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250 3500 3750 4000 4250 43500 4750
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EK 4 Kuru hiicre kalibrasyon grafigi

Au (600)

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

y =1,6637x
R*=10,9927

0,2

0,3 0,4

derisim (mg/ml)
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EK 5 Hiicre ¢ogalmasi ve hiicre dis1 protein derisimi olciimlerinin dogrulugu ve

tekrarlanabilirligi

D. hansenii’nin hiicre ¢ogalmasi ve hiicre dis1 protein iiretimi deneylerinde elde edilen
verilerin dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini incelemek amaciyla her 6l¢iim en az iki kez

tekrar edilmis ve standart sapmalar1 Est.(1) kullanilarak hesaplanmistir.

o D (x-w?
N-1

(1

S= Standart sapma
x= Veri degeri
pu= Ortalama

N= Alinan veri adedi

Hiicre ¢ogalmas

2,0
1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
04 o
02 +
0,0

—o— %30-

—a— %30-

hiicre derigimi, mg/ml

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33

zaman, st

%30 glukoz derisimine sahip UYM ortaminda ¢ogalan D. hansenii’nin iki paralel deneyde

elde edilen hiicre derisimi verilerinin (x) zamanla degisimi
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%30 glukoz derisimine sahip UYM ortaminda ¢ogalan D. hansenii’nin iki paralel deneyde

elde edilen hiicre derisimi (x; mg/ml) ve standart sapma degerleri

t, st X7 X u S

0 0,370 0,472 0,421 0,072367
3 0,415 0,496 0,455 0,057461
6 0,532 0,622 0,577 0,063677
9 0,628 0,697 0,663 0,048707
12 0,817 0,848 0,833 0,021599
15 1,145 1,049 1,097 0,067909
18 1,262 1,184 1,223 0,055329
21 1,425 1,31 1,367 0,080989
24 1,479 1,497 1,488 0,012988
27 1,569 1,59 1,579 0,014996
30 1,692 1,668 1,680 0,016979
33 1,809 1,656 1,733 0,108343

Hiicre dis1 protein derigimi

0.4
035 -
0,3
0,25
02 -
0,15 -
0,1
0,05

0 %20-
& %20-I

protein derisimi, ug/ml

24 33

zaman, st

%20 glukoz derisimine sahip UYM ortaminda ¢ogalan D. hansenii’nin iki paralel deneyde

elde edilen hiicre dis1 protein derigimi verilerinin (x) zamanla degisimi
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%20 glukoz derisimine sahip UYM ortaminda ¢ogalan D. hansenii’nin iki paralel deneyde

elde edilen hiicre dis1 protein absorbans (x; A=595 nm) ve standart sapma degerleri

t, st X1 X2 u S
24 0,304 0,298 0,301 0,004243
33 0,296 0,365 0,331 0,048795

SONUC: Hesaplanan standart sapma degerlerinin ortalamasi alinmis ve hiicre derigimi i¢in
ortalama standart sapma degeri 0,052 ve hiicre dis1 protein derisimi i¢in ortalama standart
sapma degeri 0,027 olarak hesaplanmistir. Bu degerler, ilgili veriler ile birlikte
degerlendirildigi zaman hem deneylerin, hem de analizlerin hassasiyetinin ve

tekrarlanabilirliginin yiiksek oldugu goriilmektedir.
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EK 6 Makro-Bradford kalibrasyon grafigi

Au (595)

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

y =0,8228x
R*=10,9941

0,2

0,4

0,6

BSA derisimi, mg/ml
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EK 7 Mikro-Bradford kalibrasyon grafigi

Au (595)

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

y=0,0213x
R*=10,9917
10 20 30 40

BSA derisimi, ug/ml
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EK 8 Proteaz aktivitesi kalibrasyon grafigi ve 6rnek hesabi

Au (275)

y =0,7705x
R*=10,9884

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Tirozin Derisimi,umol/ml

Bir tnite enzim (U), bir dakikada 4 nmol tirozin agiga ¢ikaran enzim miktar1 olarak

tanimlanmuistir.

(tirozin derisimi, pmol / ml) x F x (1000 nmol)
Ax

U/mlenzim =

F = seyrelme faktorii =1

((Abs/0,7705 pmol) / (I mlenzim)) x F x (1000 nmol)
4x20 dk x1 pumol

U/mlenzim =

U/ mlenzim = Absx16,22

143



Ek 9 pH 3-10 ve pH 4-7 seritler kullamlarak elde edilmis jellerin karsilastirmah

goriintiileri

%10 glukoz iceren UYM ortaminda ¢ogalan mayalarin, ¢ogalmanin 33. st’inde izole edilen
hiicre dis1 proteinlerine ait pH 3-10 ve pH 4-7 seritler kullanilarak elde edilmis jel

goriintiileri agsagida gosterilmistir.

pH 3-10 pH 47

! - —
. : -
— e ——, . tﬁ- == 4

e -
— R . b "
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EK 10 UYM ortami proteinlerinin 2D-PAGE goriintiisii

pH 4.7

FF-T 1]
.
ra
=

|
=
=

TN

[ ]
I

I
o
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EK 11 Mascot analizlerinde anlamh sonu¢ veren proteinlere ait MALDI-tof spektrum
ornekleri

Kromatin modifikasyon proteini EAF7
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RNA polimeraz Il transkripsiyon alt tinite mediyatorii
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1406 626 1.04e3
100 eranpann sy e : ooy : :
i O7EBIB] | i i
U 1569 6331
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WD tekrari igeren protein JIP5
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Protein RAII
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Sinaptobrevin benzeri YKT6
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EK 12 Tanmimlanan proteinlerin jellerde bagil bulunurlugu

Protein %1 %5 %10 %20 %30
No # Protein Adi glukoz, glukoz, glukoz, glukoz, glukoz,
1=33. st 1=33. st 1=33. st 1=33. st 1=33. st
1 Kromatin 20784.2 8045.9 6824.0 22423.2 4469.5
modifikasyon
proteini EAF7
2 RNA 82059.9 16192.2 16024.9 — 29780.7
polimeraz 11
transkripsiyon
alt linite
mediyatorii
3 WD tekrari 11846.4 15365.1 19857.4 17827.7 —
iceren protein
JIPS
4 Otofaj proteini  33670.2 89498.8 23535.2 8210.2 33547.4
18
5 Protein RAII 372593.0  61777.5 193004.0 25284.8  99294.3
6 Sinaptobrevin 14102.6 4562.2 16272.8 17667.2  20238.8

benzeri YKT6
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