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OZET

Bitki sekonder metabolitleri; c¢iceklerin rengi, yemegin tadi, zararlilara ve
hastaliklara karsi direng gibi 6zellikler i¢in ¢ok Onemlidir. Dahasi, ilaglar, boyalar ve
kokular gibi bircok degerli kimyasal maddenin kaynagidir. Bu nedenle, bitkilerde
sekonder metabolit liretimi, daha iyi bir kimyasal {liretmek, daha az toksik bir bilesik
tiretmek veya yeni bilesikler liretmek i¢in miihendisligini yapabilmek oldukea ilgi
cekmistir. Bitki sekonder metabolitleri ile ilgili yapilan ¢alismalar son yillarda giderek
artmistir. Sekonder metabolitlerin iiretiminin gelistirilmesi ile ilgili yeni alanlar ortaya
cikmaya baglamistir. Rekombinant Dna teknolojisi gibi yeni gelisen alanlar, sekonder
metabolit yolaklarinin {izerinde calismalar yaparak sekonder metabolit iiretimini
gelistirmeyi amaglamislardir. Fakat bu yolaklar iizerinde bazi sikintilarin asilmasi
basarilamamistir. Bu eksikliklerin giderilebilmesi i¢in metabolik miihendisligi ve
sentetik biyoloji gibi yeni gelisen ve ¢dziim odakli ¢alismalar basariyr beraberinde
getirmistir. Bakteriler, mayalar gibi mikroorganizmalar1 kullanilarak bitkide {iretimi
olan metabolitlerin yolak yapisin1 bakteriye entegre edilerek metabolit iiretimi
arttrilmaya calisilmistir. Bu c¢alismada bitkiye ihtiyag¢ duyulmadan yolak genleri
bakteriye aktarilarak bitki sekonder metabolitleri iiretim asamalar1 gelistirilmistir.
Safran bitkisinde (Crocus sativus L.) bulunan sekonder metabolitleri olan krosin,
safranal ve pikrokrosin sentez asamalari incelenmistir. Metabolit biyosentezinin
geceklesebilmesi i¢cin CCD2 ve UGT genlerinin plazmid ingalar1 yapilmistir. Plazmid
ingalar1 yapilan genlerin ekspresyonu i¢in E. coli NEB 10-beta ve E. coli MG1655
soylart kullanilmistir. Safran metabolitlerinin biyosentezi HPLC cihaz1 kullanilarak
incelenmigstir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda HPLC analizlerine dayanarak pikrokrosin
tretiminin  gozlendigi fakat safranal ve krosin biyosentezinin ger¢eklesmedigi
goriilmektedir. Bir¢ok alanda olduk¢a ekonomik degere sahip olan safran bitkisinin

bitki-bagimsiz iiretilebilmesi i¢in alternatif ve ilgi ¢ekici ¢alismalar yapilmistir.

Anahtar kelimeler: Sekonder metabolit, sentetik biyoloji, metabolik miihendisligi,

safran, krosin, pikrokrosin, safranal, Crocus sativus L.



SUMMARY

Heterologous Microbial Biocynthesis Of Saffron Apocarotenoids Using Zeaxanthin

Previous Substance

Plant secondary metabolites; color of flowers, taste of food, resistance to pests and
diseases is very important for such features. Moreover, medicines are the source of
many valuable chemicals such as dyes and odors. Therefore, the production of
secondary metabolites in plants, producing a better chemical, producing a less toxic
compound or being able to engineer to produce new compounds has attracted
considerable interest. Studies on plant secondary metabolites have increased in recent
years. New areas of development of the production of secondary metabolites have
begun to emerge. Emerging areas, such as recombinant DNA technology, have aimed to
improve secondary metabolite production by studying secondary metabolite pathways.
However, some problems on these pathways have not been overcome. In order to
overcome these shortcomings, new and solution oriented studies such as metabolic
engineering and synthetic biology have brought success. By using microorganisms such
as bacteria and yeasts, it was tried to increase the metabolite production by integrating
the pathway structure of the metabolites produced in plants. In this study, pathway
genes were transferred to bacteria without the need for plant and plant secondary
metabolites production stages were developed. Secondary metabolites found in saffron
(Crocus sativus L.), crocin, safranal and picrocrocin synthesis stages were investigated.
Plasmid constructs of CCD2 and UGT genes were performed for metabolite
biosynthesis. E. coli NEB 10-beta and E. coli MG1655 strains were used for expression
of the plasmid constructs. Biosynthesis of saffron metabolites was investigated using
HPLC. As a result of the studies, it was observed that picrocrocin production was
observed on the basis of HPLC analysis but safranal and crocin biosynthesis was not
realized. Alternative and interesting studies have been conducted in order to produce

plant-independent saffron plant which has economic value in many fields.

Key words: Secondary metabolite, synthetic biology, metabolic engineering, saffron,

crocin, picrocrocin, saffranal, Crocus sativus L.
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1. GIRIS

Bitkiler, biiylime ve gelismede dogrudan bir islevleri olmayan, fotosentez, solunum,
¢Oziinen madde tasinimi, translokasyon, besin asimilasyonu ve farklilasma siireglerinde
genel olarak kabul goren bir role sahip olmayan genis ve ¢esitli organik bilesikler dizisi
tiretirler [1]. Bunlar, sekonder veya 6zel metabolitler olarak bilinen diisiik molekiil
agirlikli gesitli organik bilesikler olarak bilinmektedir. Bu metabolitlerin % 1’den
fazlasi, diisiik kaynama noktali ve ortam sicakliginda yiiksek buhar basincina sahip
lipofilik molekiillerdir. Bunlar agirlikli olarak terpenoidler, fenilpropanoidler/benzenoid
ler, yag asiti tiirevleri ve amino asit tiirevleri ile temsil edilir [2]. Sekonder metabolitler
ilaclar, lezzet ve koku, boya ve pigmentler, zirai ilaglar ve gida katki maddeleri gibi

alanlarda kullanilan ekonomik a¢idan 6nemli bilesenlerdir [3].

Metabolik miithendisligi sistemleri, etkin mikrobiyal hiicre fabrikalar1 insa etmek icin
temel bir teknoloji haline gelmistir. Son zamanlarda, metabolik miihendisligi
sistemlerinin  giicli, gelismis araclar ve stratejilerin  gelistirilmesi ile daha da
gelismistir. Istenilen kimyasallarm ve materyallerin gelistirilmis {iretimi i¢in metabolik
miihendisligi sistemleri ile mikrobiyal suslarin gelistirilmesine iliskin basarili 6rnekler
giderek artmaya baslamistir [4]. Metabolik miihendisligi, genellikle kimyasal
transformasyon, enerji iletimi ve siiper molekiiler montaj i¢in hiicresel yolaklar1 daha 1yi
anlamak ve kullanabilmek i¢in bir organizmada bulunan metabolik yolaklarin hedefli ve
maksatli degisimi olarak adlandirilir [5]. Belirli biyokimyasal reaksiyonlarin modifiye
edilmesi veya Rekombinant DNA teknolojisi gibi cesitli teknikler kullanilarak yeni
genlerin sokulmasi yoluyla hiicresel O6zelliklerin yonlendirilmesi i¢in uygulanabilir
[6]. Metabolik miihendisligin amaci, akile1 genetik modifikasyonlar1 tasarlayarak ve
uygulayarak, iirlin gelistirmeye yonelik hiicresel 6zellikleri iyilestirmek i¢cin molekiiler
biyolojik tekniklerle metabolik ve diger yolaklarin sistematik analizidir [7]. Yiiksek
iiretkenlik yetenegi ile geleneksel olmayan ¢evresel kosullar altinda tatmin edici sekilde
islev gorebilecek suslarin elde edilmesi miimkiin goriinmektedir [8]. Yesil bitkiyi
istenen lrlinii Uretmek iizere tasarlayan yesil fabrikalar kavrami, yakin gelecekte bu

teknolojilerin ilerlemesiyle karsilanacak gibi goriinmektedir [9].



Karotenoidler, tozlayicilarin ¢ekiciligi, patojen ve herbivorlara karst savunma gibi
bitki-cevre etkilesimlerinde o6nemli fonksiyonlar1 olan izoprenoidleri igeren
apokarotenoidler olarak adlandirilan karotenoid tiirevli molekiillerin onciileridir [10].
Apokarotenoidler, bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen, karotenoidler
ad1 verilen C40 izoprenoid pigmentlerinin ayrilma triinleridir [11]. Apokarotenoidler
ayrica uzaklagtiricilar, kemoatraktanlar, biliylime simiilatorleri ve inhibitorleri, ayni
zamanda fitohormonlar, absisik asit ve strigolaktonlar olarak iglev goren u¢ucu aromatik
bilesikleri igerir. Bitkilerde, apokarotenoidler ¢esitli plastidlerde (etiyoplast, 16koplast
ve kromoplast), ¢igekler ve kokler gibi farkli bitki dokularinda bulunabilir [10].

Genel olarak safran olarak bilinen Crocus sativus L., Iridacae familyasina ait ¢ok
yillik kiigiik bir bitkidir. Bu bitki, iran, Afganistan, Tiirkiye ve Ispanya dahil olmak
tizere birgok iilkede ekimi yapilmaktadir [12]. Safran, kendine 6zgili renk, olaganiistii
tadi ve essiz aromasi ile farkli mutfaklarda ¢ok degerli olan, diinyanin en pahali
baharatidir [13]. Safran, agirlikli olarak, sirasiyla renk, lezzet ve aromasindan sorumlu
olan krosin, pikrokrosin ve safranal gibi kimyasal bilesenleri igerir [14]. Safran
apokarotenoidlerin Onciisii, ardistk bdoliinmelerle krosetin  ve 3-OH-f-siklositral
olusumuna yol agan, daha sonra sirasiyla krosinler ve pikrokrosin elde etmek icin
glikolize olan zeaksantin olarak kabul edilir [13]. Kiiresel olarak, ‘safran’ Misir, Gliney
Avrupa, Ispanya, Fas, Tiirkiye, Hindistan ve Iran'da yetistirilmekte ve iiretilmekte ve
ithal edilmektedir [15]. Dilinyanin en degerli endiistriyel tibbi iiriinii olan ‘safran’ 6nemli
bir ihracat {iriniidiir ve Iran tarrm ekonomisinde biiyilk oneme sahiptir. Mevcut
durumda diinyadaki safran iiretiminin % 90’11 iran yapmaktadir. 2002 yilinda 121 ton
safran ihracatindan elde edilen net gelir 51 milyon ABD dolarin1 asmistir [16]. Iran
Tarim Bakanhigi’nin 2013 tarihli raporuna gore, iran (en bol safran iiriinleri) 87930

hektar araziden 280323 kg safran liretmistir [17].

Escherichia coli, metabolik miihendisligi caligmalarinda ¢esitli nedenlerden dolay1
yaygin olarak kullanilmaktadir. E. coli, uygun biiyiime hizina sahiptir ve bu
organizmanin laboratuvardaki genetik miihendisligi ve deneysel analizi ig¢in bir¢ok
saglam yontem gelistirilmistir [18]. E. coli, heterolog karotenoid iiretimi i¢in ¢ok uygun
bir konaktir. Bakterilerden, mantarlardan ve daha yiiksek bitkilerden elde edilen
karotenogenik genlerin ¢cogu, bu bakteride fonksiyonel olarak eksprese edilebilmektedir

[19].



Bu c¢aligmada metabolik miihendisligi ve sentetik biyolojide kullanilan araglar
yardimiyla apokarotenoid yolakta bulunan ve safran (Crocus sativus L.) Uretimini
saglayan genlerin E. coli bakterisine aktarimi yapilmistir ve safran metabolitlerinin

heterolog iiretimi agsamalar1 incelenmistir.

1.1. Bitkilerde Sekonder (Ozellestirilmis) Metabolitler

Ug tiir bitki dogal iiriinii vardir; fenolikler, terpenoitler ve alkaloitlerdir. Simdiye
kadar 21000 alkaloit, 22000 terpenoid, 5000 flavonoid ve tanen dahil olmak iizere
bircok iiriin varligi belgelenmistir. Bununla birlikte, bu {riinler o6zellestirilmis
metabolitlerin sadece bir bolimiinii temsil etmektedir [20]. Bitki kaynakli sekonder
metabolitler, farmasétikler, gida katki maddeleri, nutrasétikler vb. olarak yaygin sekilde
kullanilir [21]. 1985 yilinda, Diinya Saglik Orgiitii, diinya niifusunun yaklasik % 65’inin
temel saglik hizmetleri i¢in bitki kdkenli geleneksel ilaclarin kullanimina karsi giivenin
arttigi gorilmiistiir. Giintimiizde bitki kaynakli dogal iiriinlerin saglikta kullanimi
oldukga fazladir. Yeni iiretilen ilaglarin yaklasik % 70’1 son 30 yilda bitki sekonder
(6zellestirilmis) metabolitlerinden kaynaklanmaktadir [20]. Bir¢cok bitki sekonder
metabolitlerinin yapilar1 birbirine benzer fakat biyoaktivite bakimindan farklidir ve
bunlarin  muazzam heterojenligi  genellikle ortak omurga yapilarimin farkh
modifikasyonlarindan tiiretilir [21]. Bitkilerde 6zellikle ii¢ yolak bircok sekonder
metabolitin kaynagidir: sikimat yolak, izoprenoid yolak ve polipid yolaktir. Temel bazal
iskeletlerin olusumundan sonra, baska modifikasyonlar bitki tiirlerinde spesifik
bilesiklerle sonuglanir. Ornegin hidroksi-, metoksi-, aldehit-, karboksil- gruplar1 ve
molekiiliin prenil-, malonil- ve glukosil kisimlar1 gibi bagka karbon atomlar1 ekleyen

bilesikler ile ilgilidir [22].

Bitkiler, biiylik ekonomik 6neme sahip ¢ok cesitli kimyasal bilesikler {iretir. En
biiyliik grup, bilinen tiim bilesiklerin iigte birinden fazlasini igeren terpenoidlerden
olusur. ikinci en biiyilk grup, bir¢ok ilag ve zehir iceren alkaloitler tarafindan
olusturulur [23]. Terpenoidler veya terpenler olarak da denilen izoprenoidler, hemen
hemen tiim canli organizmalarda sentezlenen en bol ve oldukc¢a ¢esitli (yapisal ve
islevsel) dogal firiinler grubudur. Farmasdtikler, nutrasotikler, tatlandiricilar,
kozmetikler, gida katki maddeleri ve biyoyakitlar i¢in bir¢ok izoprenoid kullanilmistir

[24]. Terpenoidler, 30.000°’den fazla farkli yapiya sahip biiylik ve 6nemli bir dogal



tiriinler sinifin1 temsil eder. Terpenoidler (C5 (izopren) ‘yapi taslari’dan olusur), lezzet
ve koku, katki maddeleri gibi genis ticari uygulamalariyla bilinirler. Esansiyel yag
bilesenleri agirlikli olarak monoterpenoidler (C10) ve seskiterpenoidlerdir (C15) [25].
Bazilar1 solunumda, fotosentezde ve biiyiime ve gelismenin diizenlenmesinde birincil
metabolitler olarak iglev goriir, ancak bitki izoprenoitlerinin biiyiik kismi bitkilerin
cevreleriyle etkilesimlerini diizenleyen sekonder metabolitlerdir [26]. izoprenoidler
genellikle karbon sayisina gore gruplara ayrilir: hemiterpen (C5), monoterpen (C10),
seskiterpen (C15), diterpen (C20), triterpen (C30) ve tetraterpendir (karotenoid, C40).
Tiim izoprenoidler, izopentenil difosfattan (IPP) ve bunun izomeri dimetilasil

difosfattan (DMAPP) tiiretilir [24].

1.2. Karotenoidler

Karotenoidler, bitkiler ve bazi mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen dogal
pigmentlerdir. Insanlar ve hayvanlar, karotenoidleri de novo sentezleyemez ve diyet
yoluyla bunlari elde etmeleri gerekir [27]. Karotenoidler, ¢ogunlukla 400 nm ile 500 nm
aras1 dalga boylarindaki 15181 emen kirmizi, turuncu veya sari renkte olan tetraterpenoid
pigmentlerdir. Karada, denizde ve tatli suda yasayan fotosentetik organizmalarin yani
sira, karasal ve suda yasayan bircok heterotrofik organizmada yaygin olarak dagilirlar
[28]. Cok sayida meyve, sebze, baz1 hayvansal {irlinler (yumurta, tereyagi, siit) ve deniz
iiriinlerinde (somon, karides, alabalik, yumusakca, vs.) bulunur. Karotenoidler ¢esitli
islevleri nedeniyle oldukca ilgi cekmistir [27]. Beslenme yaklasimi durumunda,
karotenoidler 6nemli bir biyoaktif bilesik olarak kabul edilir. Dogada yaklasik olarak
750 karotenoid tanimlanmistir, bunlarin 50'si insan diyetinde tanimlanmistir ve insan
kaninda ve dokularinda 20’den fazla karotenoid tespit edilmistir [29]. Insan diyetinde
bulunan karotenoidler, Oncelikle karotenoidlerin bulundugu mahsul bitkilerinde
koklerde, yapraklarda, siirgiinlerde, tohumlarda, meyvelerde ve ¢igeklerden elde edilir.
Insanlar tarafindan tiiketilen meyve ve sebzelerde yaklasik 60 farkli karotenoid
tanimlanmistir. Biyoyararlanim, viicuda fizyolojik islevlerde veya depoda kullanim i¢in
mevcut olan bir besinin fraksiyonu olarak tanimlanir. Karotenoidlerin biyoyararlanimini
etkileyen en az 9 faktor vardir: karotenoid tiirleri, molekiiler bag, bir 6giinde tiiketilen
miktar, karotenoidin dahil edildigi matris, absorpsiyon ve biyo-doniisiim etkileyicileri,
konagin besin durumu, genetik faktorler, konak-iliskili faktorler ve etkilesimler [30].

Karotenoidler arasinda, [-karoten, o-karoten, likopen, lutein, zeaksantin ve [3-
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kriptoksantin insan diyetinde, kaninda ve dokularinda bulunan en yaygmn
karotenoidlerdir. Lutein ve zeaksantin, retinanin merkezi bolgesinde yer alan hayati bir
makiiler pigment olarak kabul edilir, yiiksek enerjili mavi 15181n filtresi, tekli oksijen
sondiiriiciiler ve antioksidanlar olarak gorev yapar ve goOze fototoksik hasarin
azaltilmasinda rol oynar [29]. Hayvanlarda ve insanlarda, bu bilesikler, morfogenez i¢in
gerekli olan A vitamini ve retinoid bilesiklerinin Onciileridir. Bitkilerde, bitki biiylimesi
ve gelisiminin diizenleyicileri olarak fotosentezde yardimci pigmentler olarak,
fotoprotektorler olarak, hormonlardan absisik asit ve strigolaktonlar i¢in Onciiler olarak
ve polen bocekleri ve tohum dagitan otgullar gibi diger organizmalar i¢in g¢ekiciler
olarak gorev yaparlar. Sonug¢ olarak, bu pigmentler organik kimyagerler, gida
kimyagerleri, biyologlar, fizyologlar, tip doktorlar1 ve son zamanlarda cevreciler
tarafindan kapsamli bir sekilde incelenmistir. Karotenoidlere olan yaygin ilgi, bunlari
tanimlama ve belirleme igin giivenilir analitik metodolojilere olan talebin artmasina

neden olmustur [27].

1.2.1. Karotenoidlerin Kimyasi, Siniflandirilmasi ve Olusumu

[lk karotenoid 1831'de izole edildiginden, devam eden siirecte tanimlanan karotenoid
yapilarin sayist toplam 1100 yapiya yiikselmistir. Karotenoidler her yerde yagamin tiim
alanlarinda bulunur ve bu nedenle en g¢esitli ve en yaygin dogal pigment sinifim
olusturdugu diistiniilmektedir [31]. Karotenoidler bakteri, mantar, alg ve bitkilerden
tiretilen onemli dogal pigmentlerdir. Yapisal 6zelliklere bagli olarak, karotenoidler iki
ana gruba ayrilabilir: 1) hidrokarbon karotenoidler, a-karoten, B-karoten ve likopen gibi
karotenler olarak bilinir; ii) ksantofiller olarak bilinen hidrokarbon karotenoidlerin
oksijenli tiirevleridir. Ksantofillerde oksijen atomu; bir alkol (-OH) (lutein), bir keton
(=0) (siyanantin), bir alkol ve keton (astaksantin) veya alkol (fukoksantin) esterleri
halinde bulunabilir. Ek olarak, karotenoidler farkli stereoizomerlerde (E/Z, yani

cis/trans) ve optik izomerlerde (R/S) olusturulabilir [32-35].

Karotenoidlerin biiylik bir kismi C40 tetraterpenoid pigment fitoen tiirevleridir ve
iki C20 geranilgeranil difosfat molekiiliiniin birarada yogunlagmasi ile biyosentezlenir.
Karotenoidlerin geri kalani, c¢esitli enzimatik reaksiyonlar gecirerek bir fitoen
molekiiliinden tiiretilmistir [33, 36]. Karotenoidleri sentezleyebilen tek bitki dist

organizmalar, belirli mikroorganizmalardir. Hayvanlar, sadece beslenme yoluyla dis



kaynaklardan karotenoidler elde edebilirler [37]. Hayvanlarda karotenoidler, siislii renk
sinyalleriyle ¢ekiciligini gelistirdikleri ve bdylece iireme basarisini arttiran flamingolar,
somon ve ispinozlara belirgin bir renklenme saglarlar [38]. Bitkilerde izoprenoidler,
sitozolik mevalonat (MVA) ve plastidial 2-C-metil-d-eritritol-4-fosfat (MEP)
yollarindan {iretilir [39]. Karotenoid biyosentezi ile ilgili daha 6nce yapilan ¢aligmalar,
klorofil, sitokininler, gibberellinler ve absisik asit gibi karotenoidlerin, daha yiiksek
bitkilerin plastidlerinde MEP yolag: ile sentezlendigini ve daha sonra kompleks bir
metabolik agin parcasi haline geldigini gostermistir [37]. MEP yolagi, karotenoidlere
giren karbon akiginin biiylik bir kismini saglar. Ana iiriinleri, izopentenil pirofosfat
(IPP) ve dimetilalil pirofosfat (DMAPP), karotenoidler dahil olmak {izere bir dizi
izoprenoid molekiilii i¢in bir Oncii olarak islev goren geranilgeranil pirofosfata (GGPP)
kondanse edilir [40]. IPP, izoprenoidlerin, terpenlerin, kinonlarin, sterollerin,
klorofillerin ve karotenoidlerin sentezi i¢in bir dnciidiir [38]. Iki GGPP molekiiliiniin
yogunlagmasi, iki desatliraz ve iki izomerata dayanan bir poli-cis
desatiirasyon/izomerizasyon yolu ile likopene doniistiiriilen renksiz, dogrusal bir
karoten olan 15-cis-fitoen iiretmektedir [40]. Fitoen, karotenogenez yolundaki ilk
karotenoiddir [41]. Bu asama, yolak i¢in hiz smirlayict bir enzim olan fitoen sentaz
(PSY) ile katalize edilir. Fitoen, daha sonra karotenlere siklize edilen likopen
olusturmak i¢in desatiirasyon ve izomerizasyon gibi ardisik degisikliklere tabi tutulur
(Sekil 1.1). Karotenler ksantofillere oksijenlenir [42]. Calismalar, bitkilerdeki
karotenoid metabolik yolagin yiiksek oranda korundugunu, ancak bitki tiirlerinde
karotenoidlerin birikim davraniglarinda biiyiik 6l¢iide farkli oldugunu gostermistir.
Bazi bitkilerde, karotenoidlerin birikim modelleri genotipler arasinda farklilik gosterir.
Ornegin, domates meyvesi, sar1 krizantemleri, havuc kokleri ve misir endospermi,
sirasiyla, likopen, lutein, B-karoten ve zeaksantin biriktirir [37]. Karotenojenik genlerin
klonlanmasindaki biiyiik ilerleme, mikroorganizmalarda ve bitkilerde karotenoid
biyosentetik yollarinin modifiye edilmesi ve tasarlanmasi olasiligini arttirmaktadir. Son
donemlerde icerisinde heterolog mikroorganizmalarda karotenoid iiretim potansiyeli,
birka¢ farkli molekiiler biyoloji yaklasimi ve manipiile edilmis karotenoid biyosentezi
olan ekimi yapilan bitkilerinin miihendisligi kullanilarak gosterilmistir [43].
Karotenoid biyosentetik yolagin yapisal genlerinin neredeyse tamami bir dizi bitki

tiriinde klonlanmistir. Bitkilerde karotenoid biyosentezinin c¢esitli yonleri iizerinde,



ilgili genlerin ekspresyonu, regiilasyonu ve ¢esitli metabolik enzimlerin yapis1 ve islevi

de dahil olmak iizere kapsamli ¢aligmalar yapilmistir [37].

2 X Geranylgeranyl diphosphate

Phytoene synthase
(PSY1) (PSY2)

Phytoene

Phytoene desaturase
(PDS)

Carotenoid isomerase C-carotene

(ZDS1) (ZDS2)

l C-carotene desaturase

Lycopene
l,ycopcnc‘ t:-cycla;c/ Lycopene [3-cyclase
(LCYE) (L.CYBI)
o-carotene v-carotene
Lycopene [3-cyclusel l L.ycopene f-cyclase
(LCYBI) (LCYBI)
a-carotene p-carotene
-ring hyd las
peaiiig ByEacieyiane 3-ring hydroxylase
e-ring hydroxylase
Lutein Zeaxanthin

Leax:{nllh.m Violaxanthin
ok i de-epoxidase

(ZEP)

Antheraxanthin

Aeaan'th.m Violaxanthin
SPOREAN0 de-epoxidase

(ZEP)

Violaxanthin

Sekil 1.1. Karotenoid metabolik yolak [44].

Karotenoid sentezine alternatif bir yaklasim olarak, heterolog organizmalardaki
biyosentetik yolaklar (yolak miihendisligi), bol miktarda dogal bilesik iireten en giiclii
yontemlerden biridir. Bu yaklasimla, yapisal olarak yenilerini iceren g¢esitli
karotenoidler, E. coli veya daha yliksek bitkilerde, karotenojenik (karotenoidler iireten)
bakterilerden izole edilen cesitli karotenoid biyosentez genleri kombinasyonlar

kullanilarak tretilmistir [45]. Karotenoid biyosentezi, transkripsiyonel, epigenetik ve
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translasyon sonrasi diizenleme sistemlerini kapsayan ayrintili bir diizenleyici ag
tarafindan koordine edilir. Organ tipine ve gelisim evresine bagli olarak, spesifik
transkripsiyon faktorleri, organin gereksinimlerine gore karotenoid biyosentezi ve
katabolizmas1 i¢in genlerin dogru ifadesini olusturmaktadir. Meyve olgunlagmasi
sirasinda  karotenoid biyosentetik gen ekspresyonunu sistemize eden karmagik
transkripsiyonel diizenleyici agin anlasilmasi, meyve olgunlagmasi i¢in model sistemi

olarak domates kullanimi1 yoluyla son yillarda artmistir [46].

1.2.2. Zeaksantin

Her bir B-karoten halkasinin [-karoten hidroksilaz enzimi (CrtZ) tarafindan
hidroksilasyonu, zeaksantin {iretir. Zeaksantin, bir gida katki maddesi olarak kullanilan
sar1 bir karotenoiddir ve balik (et i¢in renk gelistirme) ve kiimes hayvanlar1 (yumurta
saris1 ve cilt pigmentasyonu) i¢in bir yem katki maddesidir. Katarakt, kanser ve yasa
bagli makiiler dejenerasyonun onlenmesinde kritik bir rol oynar [47]. Dogal zeaksantin,
sar1 sebze ve misir, portakal, biber, mango, pembe {iziim meyvesi, kayisi, seftali, kavun,
avokado ve kadife ¢i¢egi gibi meyvelerden elde edilebilir. Bununla birlikte, bitkilerdeki
zeaksantin sofra arzi olarak kullanilamaz ciinkii pahali tiretim yonteminden dolay:
disiik verimle {retilmektedir. Kimyasal olarak sentezlenmis zeaksantin pazara
hakimdir; ancak, diigiik aktivitesi nedeniyle sadece bir pigment olarak kullanilir, bir
gida katki maddesi veya farmasétik olarak kullanilmaz. Mikroorganizmalar, alternatif
ve ilgi cekici bir zeaksantin kaynagi haline gelmistir. Zeaksantini liretmek i¢in bazi
denizel bakteri ve mikro algler kullanilmistir. E. coli’deki karotenoid genlerin heterojen
ekspresyonu, Ozellikle spesifik karotenoidleri iiretmek icin ilgi ¢ekici bir alternatiftir.
Zeaksantin iiretmek i¢in E. coli’nin metabolik miihendisligi iizerine birka¢ makale
vardir [48]. Zeaksantin insan goziinde, pankreasta, karacigerde, dalakta, bobreklerde,
yumurtaliklarda ve diger organlarda bulunur ve zeaksantin, insan serumundaki toplam
karotenoidlerin % 3’iinli olusturur. Zeaksantinin kanser hiicrelerinin biiyiimesini inhibe
ettigi gosterilmistir ve yeterli miktarda zeaksantin tiiketilmesi diyabetiklerde pankreas

kanseri gelisme oranini 6nemli 6lcilide azaltabilir [49].



1.2.3. Karotenoidlerin Tibbi Onemi

Yiizyillar boyunca bitkiler hem bir besin kaynagi hem de aktif farmasotik ajan
kaynagi olarak kullanilmistir. 2010 y1hi itibariyle, anti-bakteriyel bilesiklerin % 75’1 ve
anti-kanser bilesiklerinin % 48.6’s1 ya dogal bir iiriin ya da dogal iiriin analogundan
olugmaktadir. Strese karsi gelisime ve savunmaya yardimci olmak i¢in bitkiler, birgcogu
tiire 6zgli ve karmasik biyosentetik yolaklarla iiretilen yiiz binlerce bilesigi sentezler.
Ornegin, sikimik asit yolagi, mevalonat olmayan (MEP) yolak ve mevalonat (MVA)
yolagi terpenoidler, monoterpen indol alkaloidleri, izokinolin alkaloidler, flavonoidler
ve antosiyaninleri iceren cesitli bilesik siniflarina yol agmaktadir. Yiiksek derecede
yapisal ¢esitliligi nedeniyle, bu bilesikler farmasétikler, nutrasotikler, boyalar, kokular,
tatlandiricilar ve pestisitler olarak o6nemli bir ticari degere sahiptir. Ticari
uygulamalarina ek olarak, bir¢ok gida ve sagliga yararli popiiler gida iirlinleri belirli
bitki dogal iirlinlerinden olusabilir [50, 51]. Karotenoidler, ¢igekleri ve meyveleri renkli
yaparak goze carpan dogal olarak olusan bir pigment grubudur. Yapisal olarak bu
pigmentler, prenil pirofosfatlarin yogunlagmasiyla elde edilen terpenoidlerdir.
Karotenoidler lipofilik bilesiklerdir ve lipofilik bir ortamda depolanabilirler. Bunlar

plastitlerde sentezlenir ve sekestre edilir [43, 52-53].

Karotenoid pigmentlerinin gorsel Ozellikleri ve sagliga yararlari, yillardir temel
aragtirma ve endiistriyel uygulamalar1 desteklemistir [54]. Karotenoidlerin fizyolojik
fonksiyonlar1 yapilar1 kadar ¢esitlidir ancak temel olarak ii¢ kategoriye ayrilabilir:
fotosentez, foto koruma ve beslenme. Fotosentez sirasinda karotenoidler, temel olarak
151k biriktirme kompleksinde yardimci pigmentler olarak islev goriir ve burada
fotosentez i¢in kullanilabilecek spektral araligi genisletmeye yardimci olurlar. Ancak,
fotosistemlerin asir1 radyasyona ve dolayisiyla oksidatif hasara karsi korunmasina da
katilirlar [31]. Karotenoidler, bitkilerin yan1 sira bakteri, mantar, maya ve alg tarafindan
sentezlenen izoprenoid molekiilleridir. Bitkilerde karotenoidlerin varlig1 fotosentez igin
zorunludur ve birgok Onemli lriinde ¢igcek organlarinin, meyvelerin ve tohumlarin
pigmentasyonunu belirler. Karotenoidler, enerji aktarimi ve fotosentez sirasinda
fotooksidatif hasara karsi koruma, tozlasma ve bdcek/hayvanlarin dagilmasi igin
boceklerin ve hayvanlarin ¢ekiciligi, bitki patojenleri, dejeneratif hastalik risklerinin

azaltilmas1 ve kardiyovaskiiler kazalarin Onlenmesi ve bir A vitamini kaynagi



saglanmasi, zararli bocekler ve simbiyotik organizmalarla ¢apraz etkilesime katki gibi

bitki ve hayvanlarda ¢ok ¢esitli fonksiyonlar1 kapsamaktadir [54].

1.3. Apokarotenoidler

Canli organizmalarda karotenoidler enzimatik olarak c¢ok ¢esitli iirlinlere
dondstiirtilebilir [55]. Karotenoidlerin enzimatik ve enzimatik olmayan oksidatif
boliinmesi biyolojik olarak 6nemli karotenoid tiirevleri olan apokarotenoidleri tiretir
[56]. Ornegin biyolojik olarak aktif apokarotenoidler, (2) hayvanlarda retinoidleri, (3)
mantarlarda trisporik asidi ve (4) daha yiiksek bitkilerde absisik asidi igerir. Diger
biyolojik olarak ©nemli bilesiklerin, karotenoidlerin oksidatif boliinmesiyle elde
edildigine inanilmaktadir [57]. Apokarotenoidler olarak adlandirilan bu tiir bir grup,
polen omurgasi i¢indeki c¢ift bagin, ¢ift bag konumunda kesen aldehid veya keton
gruplar1 olusturan molekiilerin oksijen ile bdoliinmesiyle Ttretilir [55]. Bu yapisal
cesitlilik, cok sayida karotenoid onciiliiniin (600’den fazla) ve ardindan yiikseltgenme,
indirgenme ve konjugasyon gibi sonraki degisikliklerin sonucudur. Apokarotenoid
olusumunun spesifik olmayan oksidasyon yoluyla da olusabilmesine ragmen,
diizenleyici fonksiyonlara sahip biyolojik olarak aktif formlarin sahaya 6zgii boliinme
yoluyla iiretilmesi beklenmektedir [57]. Apokarotenoidler nispeten kiigiik, ugucu,
¢oziinlir ve bazi durumlarda plastid membranlar boyunca taginma ve/veya difiizyona
yardimci olabilirler [38]. Metabolik kdkene bakilmaksizin, apokarotenoidler, kismen
niikleer gen ekspresyonu ve retrograd (plastid-niikleus) sinyallemesi degisiklikleri
yoluyla karotenogenez ve bitki gelisimi ve ¢evresel tepkilerin diizenlenmesine yardimci
olmaktadir. Apokarotenoidlerin ayrica gen ekspresyonunu degistirerek memeli kanser
hiicresi proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [56]. Apokarotenoidlerin biiyiik
cesitliligi, bliylik miktarlarda karotenoid onciillerinin, spesifik boliinme bolgelerindeki
varyasyonlarin ve boliinmeden sonraki modifikasyonlarin bir sonucudur. Likopen, B-
karoten ve zeaksantin, simdiye kadar tarif edilen ana apokarotenoidlerin, biksin, krosin,
pikrokrosin, absisik asit, strigolakton ve mikorradisin’i igeren dnciil maddeleridir [58].
Insanlar igin, bitkiler tarafindan sentezlenen bazi apokarotenoidler, ¢ok gii¢lii aromalari
(6rnegin, b-iyonon ve safranal) ve pigmentasyon kapasiteleri (6rnegin krosin ve biksin)
nedeniyle Onemli bir ekonomik degere sahiptir [59]. Daha yiiksek bitkilerde,
apokarotenoidler molekiillere sinyal veren fitohormonlar olarak gdrev yapar ve

ciceklere ve meyvelere renk verir [60]. Apokarotenoidler (karotenoid kaynakli
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metabolitler), meyvelerde ve diger bitki materyallerinde glukozitler olarak bulunan
onemli bir sekonder metabolit grubu olusturur. Bunlarin birgogu kimya ve gida
endiistrisinin dikkatini ¢eken c¢ekici aroma ve lezzet oOzelliklerine sahiptir [61].
Hayvanlarda, en 6nemli apokarotenoid C20 bilesigi, retinal ve tiirevleridir; ¢linkii retina,
omurgali gorsel dongiisiinde rodopsin kromoforu olarak ¢ok onemli bir rol oynar.
Bitkilerde ve siyanobakterilerde, apokarotenoidler, aksesuar ve foto-koruyucu
pigmentler olarak islev gordiikleri tilakoid membraninda biiyiik miktarlarda bulunur.
Kirmizims1 ve sarimsi renkli bitki dokularinda, apokarotenoidler, kromoplastlar adi
verilen 6zel plastitlerde biiyiik miktarlarda bulunurken, C13-norizoprenoidler gibi ugucu
diisiik molekiiler agirlikli apokarotenoidler, ¢igeklerin, meyvelerin ve birgok bitkinin

yapraklarindaki aroma bilesiklerdir [62].

1.3.1. Karotenoid boliinme dioksijenazlar: ve karotenoid tiirevli sinyal molekiilleri

Apokarotenoidler, karotenoidlerin oksidatif bolinmesinden elde edilir ve
hayvanlarda, boceklerde, mikroorganizmada ve bitkilerde 6nemli fonksiyonlara sahip
bliyliyen bir sekonder metabolit sinifi olusturur [60]. Hayvanlar ve bitkilerde
karotenoidleri belirli pozisyonlarda oksidatif olarak parcalayabilen enzimler
tanimlanmistir. Tanimlanan ilk enzim, misirdan elde edilen dokuz-cis-epoksi-karotenoid
dioksijenazdir; bu enzim, absisik asit biyosentezinin hiz sinirlayici asamasini katalize
etmektedir [63]. B-karoten metabolizmas: yoluyla A vitamini sentezi ilk kez 1930’da
gosterilmistir. 1965 yilinda Olson, Hayaishi, Goodman ve Huang bagimsiz olarak sigan
karacigerinden ve bagirsaklardan izole edilen ham enzim fraksiyonlarimi kullanarak B-
karotenin enzimatik bdliinmesini  bildirmislerdir. Ancak, karotenoid bdliinme
aktivitesine sahip bir enzim izole edilmesi otuz yil kadar siirmiistiir [64]. Birincil
karotenoid parcalanma reaksiyonu apokarotenoid biyogenezinde kararli ve genellikle
hiz smirlayict bir adimdir. Bu asama, Archeae hari¢ tiim kralliklarda bulunabilen,
evrimsel olarak korunmus bir karotenoid boliinme oksijenaz (CCO) enzim smifi
tarafindan gerceklestirilir [65]. Arabidopsis bitkisinde, dokuz-sis-epoksi karotenoid
dioksijenazlara bir dizi sekans benzerligini paylasan dokuz hipotetik protein vardir. Bu
proteinlerden besinin, absisik asit biyosentezine katildigi goriilmektedir. Kalan dort
proteinin, diger karotenoid yarilma reaksiyonlarim1 katalize etmektedir ve bunlar
karotenoid yarilma dioksijenazlari (CCD’ler) olarak adlandirilmaktadir [63]. Bitki
CCO’larma su anda Crocus sativus'tan CCD2 de dahil olmak {izere bes ek smif CCDI1,

11



CCD4, CCD7, CCDS8 igeren karotenoid boliinme dioksijenazlar (CCD’ler) adi
verilmektedir [65]. Bir¢ok apokarotenoid, karotenoid bdliinme deoksijenazlara (CCD)
ait eski bir oksidatif enzim ailesinin boliinme etkisiyle tretilir [66, 67]. Bu enzimler,
karotenoid molekiillerini belirli pozisyonlarda parcalayarak spesifik apokarotenoidlerin
olusumuna yol agar. Apokarotenoidler ayrica, lipoksijenaz yoluyla baslatilan ko-
oksidasyon yoluyla enzimatik olarak da olusturulabilir [68]. Bu maddeler dogaya yayilir
ve prokaryotlarda, hayvanlarda, mantarlarda, yesil alglerde ve daha yiiksek bitkilerde

Oonemli metabolik ve hormonal fonksiyonlara sahiptir [62].
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(strigolakton. ABA
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Ucucu Aromalar ~ Karotenoid  Hiicre Gelisimi  Bitki Gelisimi
Diizenlemes:

Sekil 1.2. Bitkilerde apokarotenoid sinyal biyosentezi i¢in genel sematik [46].

CCD ve CCD ile ilgili enzimler, bitkilerde absisik asit ve strigolakton hormonlarinin
sentezinde rol oynarlar ve ayrica ¢iceklerin aroma ve aromalarinin sentezini ve gesitli
yiyecekleri katalize ederler [69]. Karotenoidler, 9-cis-epoksi-karotenoid dioksijenazlar
(NCED’ler) ve karotenoid bdliinme dioksijenazlar (CCD’ler) dahil olmak iizere,
karotenoid spesifik bdliinme oksijenazlart (CCO’lar) ile karotenoidler olusturmak iizere
oksidatif olarak ayrilir (Sekil 1.2) [40, 41]. NCED’ler, absisik asit (ABA) biyosentezine
Ozgiidiir ve 9-cis-epoksi-karotenoidleri, 9-cis-neoxanthin ve 9-cis-violaxanthin'i hedef
almaktadir [46]. Baz1 apokarotenoidlerin, bitki biiylimesinin diizenlenmesinde hormon

olarak gorev yaptigi bilinmektedir. En iyi karakterize edilen 6rnek, kuraklik toleransi,
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tohum gelisimi ve seker algilamasinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan absisik
asittir (ABA). Fonksiyonel olarak karakterize edilen ilk CCD enzimi VP14 tarafindan
iiretilen C15 apokarotenoid ksantoksinden elde edilir [62]. CCD’ler genel olarak tiim
karotenoidleri, lineer, uniksiklik ve bi-siklik olarak, CCD’ye 6zgii karotenoid omurgasi
tizerinde sayisiz lokasyonda boliinmelerini kolaylastirir. CCD'lerin substrat 6zgilliigii
anlayisi, in vitro ve in vivo ¢aligmalarda iyilesme gosterirken, bitkilerdeki rolii biiyiik
Olciide bilinmemektedir [46]. Hayvanlarda, CCD enzimi BCDOI, retinoid sentezinde
rol alirken, BCDO02, karotenoid homeostazinda ve mitokondriyal disfonksiyon ve

oksidatif strese kars1 korumada 6nemli bir rol oynayan bir mitokondriyal CCD’dir [69].

1.4. Safran Apokarotenoidleri (Crocus sativus L.)

Crocus sativus L. (safran), Iridaceae familyasina ait ¢ok yillik bir bitkidir [70-76].
Giiney Avrupa ve kiiciik Asya kokenli bir bitkidir. Sadece Akdeniz iilkelerinde (italya,
Ispanya, Yunanistan, Fransa, Tiirkiye, Avusturya, Libya) degil, Hindistan ve iran’da da
yetistirilmektedir. Safran, yiizyillar boyunca yaygin olarak kullanilmistir. Orta ¢agda ve
takip eden yiizyillarda, safran ticareti ¢cok sert kurallara tabi tutulmustur. Nadirligi
nedeniyle biiyiik talep gdrmiistiir. O dénemde Basle (Isvigre), esasen Italya'dan gelen
safran ticaretinin merkeziydi. Safran ¢icegi, Basle’in armasinin bir pargast olmustur.
Italya’dan yaklasik 360 kg safran sevkiyati ganimet olarak kabul edildiginden, baharati
geri kazanmak ve ticaretinin giivenli gecis yollarindan sevkiyatini saglamak icin bir
ordu gonderilmisti. 1374’te “Safran Savas1’” nin nedeni safranin Oneminden

kaynaklanmaktaydi [77].

Iridaceae familyasinin bir iiyesi olan ‘safran’ (Crocus sativus L.), Crocus cinsinin en
onemli tlriidiir ve yaklasik 2000-1500 yillarindan beri baharat olarak, boya olarak ve
geleneksel tipta kullanilir [78-80]. Diinyanin en pahali baharatini olusturan Crocus
sativus L. bitkisinin kurutulmus kirmizi stigmalar1 olan safran, parlak sar1 tonlarinin
cekici olmasi, karakteristik aci tadi ve bazi yemeklere ve iceceklere verdigi ayirt edici
aromasindan dolay1 biiylik begeni toplamaktadir [79, 81-84]. Tadi, aromasi ve rengi ile
belirlenen  safran  kalitesi  biyolojik olarak aktif sekonder metabolitlerin
konsantrasyonuna baglidir [71]. Safran, Crocus sativus L.’nin kurutulmus stigmalari,

baharat ve ilag olarak yaygin sekilde kullanilir. Safran kalitesi, sar1 pigment "krosin",
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aci tatlandirici "pikrokrosin" ve iyi bir parfiim "safranal" i¢in Onemli olan {i¢ ana

sekonder metabolit igerir (Sekil 1.3) [85].
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Sekil 1.3. Safranin baglica kimyasal bilesenleri [86].

Iridaceae familyasindan bir bitki olan safran ¢icegi (Crocus sativus L.), kirmizi-
turuncu ticlii stigmalara sahiptir [87, 88]. Bu triploid steril monokot tiirleri uzun siiredir
stigmasi icin yetistirilmektedir [87]. Ayn1 zamanda safran; saglik ¢icegi, baharat krali ve
kirmizi altin olarak da adlandirilmaktadir [89]. Safran apokarotenoidlerinin insan saglig1
tizerindeki etkisine olan ilgi, yiliksek antioksidan kapasiteleri nedeniyle artmaktadir [87].
Safran, kiiltiirel ¢iftlik kosullarinda veya yabani ortamda farkli iklim kosullara sahip
ortamlarda yetistirilmektedir. Deniz seviyesinden yaklagik 2000 m yiikseklige kadar
yiikselen rakimlarda yetisir, yine de 600 ila 1700 m arasindaki rakimlarda, yaylalara ve
daglik vadilere daha fazla alistirilmistir [86]. Safran, her yil stigma iireten kurak ve yari
kurak topraklara iyi adapte edilmis ¢ok yillik bir mahsuldiir. Sonbaharda ¢igek acgar ve
yaz aylarinda uzun bir uyku hali (canlandirma) gegirir. Sonbahar-kis-ilkbahar yagislar
ile soguk kislar ve cok az yagis alan 1lik kuru yazlar ile karakterize olan Akdeniz
ortammma 0zgii oldugu sOylenmektedir. Akdeniz ortami, birgok faktore atfedilen
kalitesiyle birlikte safran liretimi i¢in en iyi bdlge olarak kabul edilmektedir [87].
Bundan dolay1 safran (Crocus sativus L.) lliman kis, kurak ve sicak yaz mevsimi olan

bolgelerde ekim igin uygundur. iran'da oldukg¢a kiymet verilen bir mahsuldiir ve kurak
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ve yar1 kurak iklimlerin oldugu, Horasan (Kuzey Dogu) ve Fars (Gliney Bati) illerinde
uygun sulama kosullarinda ekilen 6nemli bir ihracat iirtiiniidiir [70]. Kilden ve ciiriiyen
humustan arinmis, zengin, iyi siiziilmiis, kumlu veya gevsek yapili bir toprak gerektirir.
Bitki vejetatif olarak soganlar tarafindan yayilir. Soganlar etli bir yapiya sahiptir ve
soganin nigastast etini koruyan dokunmus elyaf filmi ¢ikarildiktan sonra goriilebilir
[90]. Safran yapraklar1 kavisli ve sacakli kenarlara sahip, koklii, uzun, ince ot gibi; alt
yilizeyinde beyaz bir ton ile gri yesil renklidir ve ince yar1 saydam, beyazimsi doku
kiliflartyla ¢evrili daha diisiik bir yapraga sahiptir. Safran yapraklart 50 cm uzunluga
ulagir. Yaprak ¢ikmasi ¢iceklenmeden kisa bir siire sonra ¢akisir veya olusur. Her korm
6-15 yaprak iretir. Safran bitkileri golgeli kosullarda zayif biiyiir ve dogrudan gilines
1s181nda en iyi sekilde bliylir. Bu nedenle ekim, gilineye egimli tarlalarda en iyi sekilde
yapilir (Kuzey Yarimkiire'de gliney egimli) [91]. Safran, ¢icekler steril oldugundan ve
canli tohumlar iiretemediginden soganlar tarafindan cogaltilir. Bir korm sadece bir
mevsim hayatta kalir ve sonunda yeni bitkilere yol acan on adet "kormlet" iiretir [92].
Hasat ve hasat sonrasi islemler, tadi, rengi ve stigmanin kokusu lizerinde zararli bir
etkisi olmamasini saglamak icin dikkatli bir sekilde gergeklestirilmelidir. Tiim ¢icegin
kesilmesi ve toplanmasi da dahil olmak iizere elle hasat, giin dogumundan 6nce giinliik
yapilmalidir. Cigegin islenmesinde onemli bir etkiye sahip oldugu diisiiniilen nem
icerigine ek olarak cicegin kalitesini diistirmektedir. Hasat sonrasindaki islem, toplanan
cicekleri kurutmadan o6nce en kisa siirede c¢icegin diger kisimlarindan stigmalarin
ayirmasini igerir. Tiim iglemler elle olarak gerceklestirilmektedir. Safran ¢igceginin hasat
ve hasat sonrasi islemlerin mekanizasyonu zaman kisitlamasi, giinliik hasat ve manuel
islemlerden dolay1 olasi kirlenme nedeniyle ekonomik olarak énemlidir [93]. Bitkilerin
cogaltimi insan bagimlidir; kormlar elle kazilmali, par¢alanmali ve tekrar dikilmelidir
[92]. Stigma ayrimi en zahmetli ve pahali islemlerden biridir [93]. Dehidrasyon ve
depolama kosullar1 gibi hasat sonrasi islemler, nihai iiriiniin stabilitesini, kalitesini ve
ekonomik degerini belirler [94]. Safran bitkisinin (Crocus sativus L.) zor ekimi,
kurutulmus stigmalarindan yapilan baharatin1 ¢ok degerli kilar. Tek bir safran pound
yapmak i¢in 75.000 ¢icek veya 225.000 elle toplanmis stigmanin gerekli oldugu tahmin
ediliyor, bu da neden diinyanin en pahali baharati1 oldugunu agiklamaktadir [95]. Safran
mahsuliiniin gelecegini saglamak icin, yetistirme tekniklerini, ekim malzemesini ve
kalite degerlendirme metodolojisini gelistirmek vazgecilmezdir [91]. Bu nedenle,

yiiksek kalitede safran tiretmek icin ticari olarak uygulanabilirligi olan bazi daha
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gelismis yontemleri tanimlayarak safran cifteilerin ilgisini artirmak gerekir. Safran
kalitesini ve miktarini arttirmak i¢in, olas1 tiim engeller biiyiik bir dikkatle kaldirilmali

ve en 1yi elit ¢esitler yetistiriciliginde kullanilmalidir [96].

Vejetatif ekim, bitkilerin genetik Ozelliklerini korumada avantajlar sunar, ancak
herhangi bir genetik gelismeyi engeller. C. Sativus’ta, tohumlar1 ve in vitro rejenere
bitkileri basarili bir sekilde elde etmek i¢in birgok deney yapilmistir. Alternatif bir
yaklagim olarak, C. Sativus’un en yakin akrabalarini arastirmak, triploid tiirlerinin nasil
tiretildigini agiklamaya calismaktir. C. sativus o kadar uzun zamandir tarimi siiriiyor ki
yabani atasi, su anda bir tartisma konusudur. C. sativus 2n=24 kromozomuna sahiptir ve
biri indirgenmemis bir gamete sahip olan diploid ebeveynler arasindaki ¢aprazlamanin
bir sonucu olarak allopoliploid bir hibrid oldugu diisiiniilmektedir. Bes fertil diploit
(2n=16) crocus tiirleri steril safranin atalar1 olarak kabul edilir: Crocus cartwrightianus,

Crocus hadriaticus, Crocus oreocreticus, Crocus pallasii ve Crocus thomasii [97].

Bazi iilkelerde ayrica bazi crocus tiirlerinin temsilcileri vardir: Italya (10 tiir),
Ispanya (6 tiir), Macaristan (6 tiir) vs. crocus cinsi iki alt gruba béliinmiistiir: biri harig
tim tilirleri igeren subgenus crocus ve subgenus crociris'in benzersiz liyesi olan C.
banaticus. Crocus ayrica iki alt boliime ayrilmistir: crocus ve Nudiscapus. Bu cinsin alt
boliimii, genetik analizin yani sira morfolojik ve sitolojik karakterlere dayanmaktadir.
Crocus cinsi, 6ncelikle Akdeniz, Avrupa ve Bat1 Asya’da dagilan 85—100 civarinda tiirti
igerir. Tiirkiye ve Balkan yarimadasi ¢ok sayida tiir ve alt tiirii biriktirmektedir. Sadece
Yunanistan, diinyadaki yabani ‘crocus’ cesitliliginin yaklasik % 40’mma katkida
bulunurken, toplam 32 tiirii (18'ci endemiktir) Tiirkiye florasina dahildir [98].

1.4.1. Safranmin Tibbi Onemi

Crocus sativus L.’nin ¢iceklerinin kirmizi stigmalarindan iiretilen bir baharat olan
safran, renklendiriciligi, lezzet vermesi ve biyolojik 6zellikleri nedeniyle katma degeri
yiiksek bir tarim {irliniidiir, sadece tiiketiciler tarafindan degil, ayn1 zamanda gida ve ilag
endiistrisi tarafindan da takdir edilmektedir [99]. Safran ve bilesenlerinin genel olarak
kemopreventif ajanlar ve 6zellikle de murin tiimorlerine ve insan ldsemi hiicre hatlarina
genis bir yelpazeye karst limit verici olduklart bulunmustur. Safran ve bilesenlerinin
ayrica obezite ve iligkili metabolik bozukluklari modiile ettigi bildirilmistir [73]. Safran

istah acicidir ve sindirimi kolaylastirir [16]. Safran takviyesi, obezite ile iliskili asirt
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istah riskini diisiirmekten ve bdylece asirt kilolu bireylerde kilo kaybini arttirmaktan
sorumlu olabilir. Safran tiiketimi ayrica kardiyovaskiiler hastalik, mide rahatsizligi,
depresyon, uykusuzluk, anksiyete ve premenstriiel sendrom gibi diger bir¢ok hastalik
riski ile de iligkilidir [100]. Safran agr1 gidermek icin ¢esitli opioid preparatlarinda
kullanilmistir (16-19. yy) [101]. Safran'in ayrica kalsiyum antagonistik aktivitesine
sahip oldugu da gosterilmistir. Bu antagonistik aktivite, reseptor tarafindan ¢alistirilan
Ca" kanallar1 ve potansiyel bagimli Ca'** kanallar1 boyunca hiicre dist Ca** girisinin

engellenmesiyle olmustur [102].
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Sekil 1.4. Safran ve bilesenlerinin farmakolojik uygulamalari [103].

Son zamanlarda, tiptaki biyolojik rolleri (6zellikle sitotoksik, anti-kanserojen ve
antitimor ozelliklerine dayali olanlar) vurgulanmistir (Sekil 1.4) [73, 104]. Sadece renk
ve aromasindan dolay1 yiyecek hazirligi i¢in kullanilmaz; ayrica, antitimdr, ndron
koruyucu ve antidepresan etkileri dahil olmak iizere bircok terapotik ozellige sahiptir.
Safran baharati; vitaminler (riboflavin ve tiamin), mineraller (magnezyum, kalsiyum,
demir, manganez, bakir ve c¢inko), indirgen seker, protein, nisasta, flavonoidler

(kaempferoliin glikozile edilmesi) dahil olmak iizere ¢esitli bilesikleri icerir [ 105].

Geleneksel tibta safran; gevsetici, balgam soktiiriicii, canlandirici madde, sindirim
uyaricisi, spazm giderici, menstriiasyon ve fetlis kiirtaji gibi cesitli kullanim

Ozelliklerine sahiptir. Safran ayrica kan ishali, ates, kizamik, hepatit, karaciger ve
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dalakta siros, idrar enfeksiyonu, kolera, diyabet ve dermal hastaliklara karsi
kullanilmistir [16]. Safran'n en zengin riboflavin kaynagi oldugu bulunmustur
(100 ug—g'l). Safran c¢igeginin kurutulmus koyu kirmizi stigmalarindan toplanan bu
iirlin, sadece lezzet veren ve renklendiren bir baharat olarak degil, ayn1 zamanda birkag
hastaligin tedavisinde de kullanim alani bulmaktadir. Bir ilag olarak metabolizmay1
uyarici, sogutucu, diiiretik, antihusterik, mide, antiseptik ve spazmodik olarak kabul
edilir. Krosetin mevcudiyeti nedeniyle, dolayli olarak kandaki kolesterol seviyesini ve
aterosklerozun ciddiyetini azaltmaya yardimci olur, bdylece kalp krizi riskini azaltir
[106]. Safran, kardiyovaskiiler fonksiyonlari ve carpinti tedavisini desteklemek i¢in
kullanilmis bir kalp tonigidir. Safran ayrica afrodizyak 6zelliklere sahiptir ve dolayisiyla
iktidarsizligr iyilestirmek i¢in kullanilir [107]. Safranda bulunan krosetin antibiyotik
verimini artirdig1 tespit edilmistir [106]. Kadinlarda adet bozukluklarini diizenlemek
icin de kullanilir. Safran genglestirme icin zayiflikta kullanilir. Bas bolgesine safran
macunu siirildiigii zaman bag agrisini iyilestirdigi soylenmektedir [91]. Esansiyel yagi
gevseticidir ve sinir kaynakli uykusuzlukta faydali olabilir. Brons iizerindeki etkileri
icin safran kronik bronsit ve akciger hastaliklarinda kullanilir. Giliney Asya'da safran,
bobrek, karaciger, vezikiil hastaliklart ve kolera ilaglar1 igin yaygin olarak

kullanilmaktadir [16].

1.4.2. Safran Metabolitleri

Krosin

Safran (Crocus sativus L.), 1y1 bilinen bir antioksidan etkiye ve hem in vitro hem de
in vivo olarak kanitlanmis bircok terapotik oOzellige sahip dogal bir gida katki
maddesidir. Safranin temel bir bileseni olan krosin (krosetin di-gentiobiose ester),
dogada bulunan ve serbest radikalleri, 6zellikle siiperoksit anyonunu sondiirerek bir
antioksidan gorevi goren suda az ¢oziinen karotenoidlerden biridir [108]. Krosinler
(apokarotenoidler), esterlenmis krosetin formlar1 olan safranin renginden sorumludur.
Bu glikozidik karotenoid suda ¢oziintir ve farkli seker kisimlari ile ayirt edilirler. Seker
kisimlari, yalnizca bir glukoz, iki glukoz (gentibiyoz) veya ii¢ glukoz (neapolitanoz)
olabilir. Ana nokta, bitkilerde trans seklinde iiretildigi, ancak beyaz 15181n etkisiyle C13
pozisyonunda cis formuna doniistiiriilebilecekleridir [105]. Krosin, safranin ana

glikosile karotenoidlerinden biridir; krosetin, karboksilik u¢ gruba sahip hidrolize bir
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krosin seklidir (Sekil 1.5) [109]. Bitki hiicre kiiltiirleri, krosin tiirevlerinin iiretimi i¢in
etkili bir alternatif olarak Onerilmistir. Krosinler ve krosetin disinda, safranda, az
miktarda likopen, alfa ve beta-karoten, zeaksantin, fitoen ve safranin yagda ¢dzilinen
renk pigmentleri olarak siniflandirilan fitofluen dahil olmak {izere birka¢ karotenoid

bilesigi tanimlanmstir [110].
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Sekil 1.5. Krosin ve krosetinin yapist [109].

Krosin, Asya ve Avrupa'da ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in terapdtik bir ajan olarak
biiyiik ilgi gormiistiir. Aragtirmalar, meme, kolorektal ve prostat kanseri hiicreleri gibi
kanser hiicrelerinin biiylimesinin, replikasyonun inhibisyonu yoluyla krosin tarafindan
degistirildigini gostermistir. Krosin’in ayrica hafizay1 6nemli dl¢iide arttirdig, farelerde
antidepresan bir etkiye sahip oldugu ve kardiyovaskiiler hastaliga kars1 koruyucu etkiler
ortaya cikardigi gosterilmistir. Krosin, Crocus sativus L.’in stigmasinda ve Gardenia
Jjasminoid’lerinin meyvesinde bulunmustur [111]. Safranal ve krosin olmak {izere iki
safran bileseninin biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri ile ilgili ¢ok sayida arastirma
yapilmustir. Krosin’in, sinir sistemi, en ¢ok c¢alisilan gastrointestinal, kardiyovaskiiler,
genital, endokrin, bagisiklik sistemleri vb. dahil olmak {izere bir¢ok organ {izerinde
yararli etkiler gosterdigini bildirilmistir [110, 112]. Krosin, sinir sistemi, lireme
organlar1 ve karacigerdeki bir¢ok farmakolojik aktiviteye katilir. Krosin, iltihab1 ve
iskemiyi azaltir. Krosin’in c¢esitli faydali aktivitelerinin antioksidan ozelliklerinden
kaynaklandig1 goriilmektedir. Krosin, iltihaplanma ve oksidatif hasar ile birlikte artrit
kaynakl1 kikirdak ve kemik bozulmasini engeller. Oksidatif stresin osteoporotik siirecte

kritik bir rol oynadig1 g6z Oniine alindiginda, krosin antioksidan 6zellikleri osteoporozu
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tyilestirebilir [113]. Krosin, koroid ve retinadaki kan akisini arttirir ve iskemik bazli
retinopati ve yasa bagli makiiler dejenerasyonun tedavisinde kullanilabilir. Dahasi,
krosin cilt tiimorii biiyiimesini inhibe eder, etanol veya hiyosin tarafindan bozulmus

O0grenme davranigini iyilestirir ve siganlarda etanoliin inhibe edici etkisini azaltir [112].

Pikrokrosin

Pikrokrosin, diger ilgili bilesikler ve kaempferollerle birlikte safranin aci tadindan
sorumlu olarak kabul edilir [114-117]. Safranin gercek tadi, temel olarak, safran kuru
maddesinin yaklasik olarak % 1 ile % 13’iinii olusturan ikinci en bol bulunan bilesen
olan pikrokrosinden elde edilir. Pikrokrosinin dogal olarak glikosilasyonu, safran
aromasindan sorumlu bir baska 6nemli kimyasal bilesen olan safranal iiretecektir [115,
118]. Aromadan sorumlu ana ugucu yag olan safranalin (C,oH;40) monoterpen glikozit
oncustdir [119]. Bu ac1t madde, safranal (bir glikoz ve aldehit) iireterek asit hidrolizi
yoluyla kristallesebilir [120]. Taze safranda stabil oldugu ve serbest kalmasi igin
isitildiginda parcalandigi goriilmiistiir [101].

Safranal

Safran (Crocus sativus L.) en pahali baharattir. Safran, 150°den fazla ugucu aroma
veren bilesik icerir [121]. Bir monoterpen aldehit olan safranal (2,6,6-trimetil-l, 3-
siklohekssadien-1-karboksaldehit), safranin kokusu ve aromadan sorumlu olan ugucu
yagin ana bilesenidir. [122, 123]. Safran esansiyel yaginda en bol bulunan kimyasal
olarak safranal, ugucu fraksiyonun % 60-70’ini olusturur [121, 125, 84]. Safranal;
antioksidan, analjezik ve anti-enflamatuar, hipnotik ve anksiyolitik, antikonviilsan, anti-
iskemik, antidepresan ve noroprotektif gibi bircok ndrofarmakolojik 6zellikleri
bildirilmistir [125, 126]. Safranal suda ¢6ziinmez ancak metanol, etanol, petrol eteri,
buzlu asetik asit ve asetonitrilde ¢oziintir [121].  Crocus sativus ve safranal
bilesenlerinin etanolik ekstrakti, nebiilize sitrik asit ¢ozeltisinin (% 20) Oksiriigii
uyarmak icin kullanildig1 periton igine enjekte edildiginde guinea domuzlarindaki

Oksiiriik sayisini azalttiglr bulunmustur [123].
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1.5. Sentetik Biyoloji ve Metabolik Miihendisligi

Mevcut toplumun 21. yiizyil boyunca karsilasacagi en biiyiik zorluklardan biri,
yenilenebilir malzemeler kullanilarak ¢evre dostu kimyasal siireclerin gelistirilmesidir.
Bu amaca yonelik olarak, biyoteknoloji, geleneksel endiistriyel siireclere alternatif
olarak biyo-temelli c¢oziimlerin siirekli gelismesini saglamigtir. Bu baglamda,
metabolik miithendisligi disiplini, E. coli gibi iyi karakterize edilmis organizmalara
heterolog yolaklar ekleyerek yerli ve dogal olmayan yliksek degerli bilesiklerin liretimi
icin mikroplar1 genetik olarak degistirmeyi amaglamaktadir [127]. Mikroplar ¢ok
cesitli uyaranlar algilayabilir, bilgiyi verimli bir sekilde isleyebilir ve bir dizi kimyasal
ve fiziksel tepki iiretebilmektedir. Genetik miihendisleri, dogal biyolojik sinyal
yolaklarini incelemek igin bu etkileyici yetenekleri yeniden olusturdular ve istenen
bilesikleri iiretmek, toksik metallerin veya kanserin varligini belirlemek ve rapor etmek
veya patojenik bakterileri aramak ve yok etmek i¢in hiicreleri yeniden
programlamiglardir. Bu son teknoloji tirtinii 6rnekler, karmasik yerli sistemlere kiyasla
goreceli olarak basit sinyal isleme aglar1 kullanmaktadir, bu da tasarimci organizmalar
icin biiyiik bir potansiyele isaret etmektedir, ayn1 zamanda sentetik gen devrelerinin
etkili ve rutin olarak programlanmasi i¢in ne kadar zor oldugunu da vurgulamaktadir
[128].

Metabolik miihendisligi, bir hiicresel fenotipin miihendisligine yonelik sistemsel bir
yaklasimdir. Biyolojik molekiiller, dogada hayatta kalmak i¢in optimize edilmis aglarda
yiiksek derecede birbirine baghidir. Sadece nihai iiriin olusturan reaksiyona odaklanan
molekiill merkezli yaklasimlardan farkli olarak metabolik miihendisligi, metabolik
yolag: biitliniiyle vurgular [130]. Metabolik miihendisligi, rekombinant DNA ve diger
molekiiler biyolojik teknikler kullanilarak hiicresel metabolizmanin amaca yonelik
modifikasyonu olarak tanimlanabilir. Metabolik miihendisligi, metabolik ve hiicresel
sistemi bir biitiin olarak ele alir ve buna gore, sistemi temel genetik miihendisliginden
ayiran genel biyoprosesin verimliligi g6z oniine alinarak sistemin manipiilasyonuna izin
verir. Ayrica, temel genetik miihendisligi veya rastgele mutagenez ile
karsilastirildiginda, c¢esitli acilardan avantajlidir, ¢linkii hiicrenin tanimlanmis
miithendisligine izin verir, boylece hiicrede gereksiz degisiklikleri onler. Metabolik
miithendisliginin basarili bircok 0Ornegi arasinda, L-valin, L-treonin, likopen,

antimalaryal 1ilag prekiirsorii ve benzilizokinolin alkaloitlerinin verimli {iretimi

21



hakkindaki son raporlar, metabolik miihendisliginin istenen hedeflere ulasmak i¢in nasil
gerceklestirilebilecegini  gostermektedir [131]. Son gelismeler, biliyiilk DNA’nin
fragmentlerinin kimyasal olarak, hatasiz sentezleme kapasitesini biiyiik o6lgiide
genisletmistir. Bu teknoloji, DNA seviyesinde programlanmis cesitli aktiviteleri tesvik
etmistir: (i) yeni biyomolekiillerin tasarimi ve sentezi; (ii) ¢esitli dinamik cevaplara
sahip entegre genetik aglarin (veya devrelerin) miinferit elemanlarinin (Srnegin
sensoOrler, gecis anahtarlar1) yapimi; ve (iii) bu bilesenlerin {iriinlerin sentezi igin
metabolik aglara birlestirilmesidir. Genetik devreleri tasarlama kavrami ve dinamik
tepkileri yeni olmamasina ragmen, DNA fragmentlerinin sentezlenmesi igin gelistirilmis
yontemler, bir¢ok hiicre tipinde hem transkripsiyon hem de metabolik seviyelerde yeni
yanit sistemlerinin insasinda onemli etkilere sahiptir. [130]. Genellikle, metabolik
miihendisliginde iki strateji kullanilir: (1) heterolog yolak miihendisligi ve (2) konagin
metabolizma yolaginin asirt ekspresyonu ve/veya optimizasyonu seklindedir. Bu
stratejiler, ucuz enerji kaynaklar1 ve kati destekler olarak farkli yenilenebilir yem
stoklarinin kullanilmasiyla ¢ok sayida farkli emtia kimyasallarinin, yeni malzemelerin,
stirdiiriilebilir yakitlarin ve ilaglarin tiretilmesini saglar [132]. Birden fazla heterolog gen
iceren bir biyosentetik yolagin tanitilmasi, genellikle biyoyakitlarin, kimyasal
maddelerin ve ilaglarin mikrobiyal iiretimi i¢in ilk adimdir [133]. Diger endiistriyel
olarak yararli kimyasallar gibi, ilaclar da metabolik miihendisligin ana hedefi olmustur.
Artemisinik asit, taksol onciilii ve benzilizokinolin alkaloidler gibi tibbi degere sahip
bitki sekonder metabolitleri, metabolik olarak yapilandirilmis mikroorganizmalar
tarafindan basariyla iiretilmistir. Rekombinant E. coli tarafindan insan insiilini {iretimi,
basit rekombinant DNA teknolojisinin bir sonucu olarak kabul edilir, ancak biiyiik
terapotik degerlerin daha kompleks proteinleri de mikroorganizmalarin metabolik ve
hiicresel miihendisligi ile iiretilebilir. Metabolik miihendisligi ile yapisal ve fonksiyonel
olarak cesitli antibiyotiklerin gelistirilmesi, gelismekte olan ilaca direngli patojenlere

kars1 savagmak i¢in biiyiik onem tagimaktadir [131].

Sentetik biyoloji, endiistriyel olarak harmanlanmis biyolojik islemlerin yararlar
tizerine niteliksel olarak yeni bakis acilar1 sunar. Yaklasik on yildan beri yapay
biyolojik sistemlerin tasarimi veya de novo yapimi yeni ufuklara ulasmistir. Bunlar
sentetik biyolojinin temel odagm temsil ederler. Ozellikle, bilyiik 6lciide azaltilmus
maliyetlerle hiicreleri genetik olarak degistirmeye yonelik artan teknik yetenegin

etkisiyle girisim derecesi 6nemli dl¢lide artmistir [134]. Sentetik biyolojinin biiylimesi,
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bir dizi bilimsel ve teknolojik gelisme ile desteklenmistir [135]. Sentetik biyoloji,
genetik mithendisligi ruhunu tiim gen ve gen iiriinleri sistemlerine odaklanmak igin
genigletir. Sentetik biyolojinin amaci, organizmalarin davranislarin1 genisletmek veya
degistirmek ve yeni gorevleri yerine getirmek i¢in onlarin miihendisligini yapmaktir
[136]. Sentetik biyoloji, ozellikle metabolik yolak ve iirlin miihendisliginin alt
alanlarinda yeni biyolojik sistemlerin olusturulmasi i¢in giiglii bir disiplin olarak ortaya

cikmustir [137].

Metabolik miihendisligi ve sentetik biyoloji, bitki kaynakli (ve diger) dogal {irlinlerin
mikrobiyal sistemlerden heterolog iiretimine hazir bir uygulama gormiistiir. Bu
gelismeye yardimct olmak i¢in genom dizilimi, DNA sentezi, kromozomal miihendisligi
ve analitik yeteneklerde (omik karakterizasyon yontemleri dahil) etkileyici teknik

atitlimlar olmustur [138].

1.5.1. Metabolik Miihendisliginde Kullamlan Stratejiler

Metabolik miihendisligi yaklasimlarinin ¢ogu genetik miihendisligi tekniklerine
dayanmaktadir. Metabolik miihendisligi i¢in temel gereksinimlerden bazilar1 (1)
tiretilecek kimyasalin biyosentetik yolagi, (2) ilgili enzimleri kodlayan genler, (3) bu
enzimlerin diizenlenmesi, (4) konak¢1 organizmada istenen genleri transfer edip,
eksprese etme veya inhibisyon kabiliyetine sahip olmalari; (5) kodlanmis enzimin
ozelliklerini degistirebilmek i¢in in vivo ve in vitro geni mutasyona ugratmak ve (6)
konak hiicre i¢inde ekspresyonlari i¢in bir dizi geni birlestirme hakkindaki bilgilerdir.
Bakteriler ve mayalar metabolik miihendisligin 6ncili konakgis1 olsalarda, giinlimiizde
benzer deneyler i¢cin mantarlar, hayvan ve bitki hiicreleri gibi diger organizmalar da
kullanilmaktadir [139].

Metabolik miihendisligi, bir veya daha fazla spesifik iirliniin birikimini kontrol
etmek icin endojen metabolizmanin hedeflenen onarmmini tanimlamaktadir [140].
Amaglardan biri, normalde az miktarda biriken bir metabolitin seviyelerini yiikseltmek
ya da bazi durumlarda istenmeyen bir iirliniin seviyesini diisiirmek i¢in metabolik
miithendisligin  kullanildigi bazi maddelerin iiretilmesini saglamaktir. Metabolik
yolaklar, kavramsal olarak reaksiyonlarin dogrusal dizilerine indirgenebilir, ancak asil
ozellikleri bitkilerde ve diger yiiksek Okaryotlarda daha karmasiktir ¢ilinkii diizenleme

icin birden ¢ok katman oldugu gibi diger yolaklarla etkilesimler de vardir [141]. Dogada
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mevcut olan c¢esitli enzimler ve yolaklar, spesifik molekiiller iiretmek icin sentetik
yolaklarin yeniden yapilandirilmasinda biiyiik bir kaynagi temsil etmektedir [142].

Bitki kaynakli dogal iiriinler, alternatif iiretim konaklar1 araciligiyla biyosentezi
yeniden olusturmak i¢in yeni biyo-miihendislik stratejilerini yonlendiren kayda deger
bir fayda gostermistir. Bu tiir stratejiler birka¢ farkli bilgi ve teknolojiyi kullanmaya
calisir. Ornegin, bitki tiirevli bilesiklerin farmasotikler, zirai kimyasallar, kozmetikler,
hassas kimyasallar ve nutrasotikler olarak umut vaat ettikleri iyi bilinmektedir. Bununla
birlikte, bilesiklerin ve bunlarin yerli {iretim konaklarinin karmasikligi, hizli ve biiytlik
Olgekli tretim siireclerinde ciddi bir c¢aba sarf edilmistir. Buna cevaben, metabolik
mihendisligi gibi yerlesik alanlar ve sentetik biyoloji gibi yeni ortaya ¢ikan alanlar ile
ilgili bilimsel ve miihendislik ilerlemeleri, bitki kaynakli bilesiklere ve bunlarin giiclii
potansiyellerine daha iyi erisim i¢in yeni firsatlar sunmaktadir [138]. Stabil bir doniisiim
prosediirii olusturulduktan sonra, bir metabolik miihendisligi stratejisi tanimlanmalidir.
Dogal iiriin verimini artirmak i¢cin metabolik miihendisligi, istenen sonuca bagl olarak
iki ana strateji kullanilarak ele alinabilir. Gida bitkileri i¢in, biiyilik bir bilesik sinifinin
tiretiminin artirtlmasi genellikle yararlidir, bu da bir bitkinin ¢evreye uyum saglamasina
(0rnegin, zararlilar, sicaklik, kuraklik, UV) veya bir gida iiriintiniin genel besin degerini
artirmasina neden olur (6rnegin, antioksidan kapasite, vitamin {iretimi, yag asidi
iiretimi). Ote yandan, biyosentetik bir yolak icinde spesifik bilesiklerin hedeflenmesi,
tibbi veya nutrasotik uygulamalar i¢in tek bir iirliniin daha fazla verimine olanak
saglamas1 i¢in olduk¢a gereklidir. Bu durum ig¢in tipik metabolik miihendisligi
stratejileri, spesifik yolak genlerinin, ortak veya rakip yolak genlerinin veya
transkripsiyon faktorlerinin yukari regiilasyonu veya baskilanmasinin yani sira, dogal
olmayan bilesiklerin {retilmesine olanak saglamasi i¢in heterolog genlerin dahil
edilmesini gerektirmektedir. Bu stratejiler, ilgilenilen bilesik(ler) i¢in biyosentetik

yolagin en azindan kismi karakterizasyonu gereklidir [50].

Konak¢1 hiicrelerde, sekonder metabolitler bir bilesigin iiretiminde yer
almadiklarindan dolayi, iiretici sus i¢in (mg-mg/L) bir selektif avantaja sahip olmalar
sebebiyle yeterli konsantrasyonlarda firetilmelidir. Bununla birlikte, bu miktarlar
endiistriyel Olgekli {iretim i¢in gerekenden ¢ok daha azdir (g/L). Sus gelisimi i¢in
standart protokoller, en yiiksek verimle {ireten yerli susun sec¢ilmesine veya taranmasina
ve bu susun mutajenez ve seleksiyon ile daha da gelistirilmesine dayanmaktadir. DNA

dizileme ve rekombinant teknolojilerdeki ilerlemelerle, metabolik miihendisligi yoluyla
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rasyonel sus gelisimi, sekonder metabolitlerin titrelerini arttirmak icin giiglii bir arag
haline gelmistir. Ornegin, 6nciil arzin1 giiglendirmek, rakip yolaklara veya istenmeyen
yan {lriinlere dogru akis1 azaltmak, gen ekspresyon regiilasyonunun degistirilmesi,
darbogaz enzimlerinin asir1 ekspresyonu, hedef gen kiimesinin amplifikasyonu veya

biyosentetik yolagin heterolog ifadesi igin genetik araglar kullanilabilir [143].

Mikroorganizmalar teorik olarak metabolik aglarinda bulunan tiim metabolitleri
iiretebilirler, ancak dogal olarak olusan mikroorganizmalar1 kullanarak bu kimyasallarin
cogunu lretme verimlilikleri oldukg¢a diisiiktiir. Metabolik miihendisligi, kimyasallarin
ve ilgili malzemelerin biyo-bazli iiretiminde ii¢ ana performans endeksini (titre, verim
ve tlretkenlik) gelistirmeyi miimkiin kilmistir. Performansin iyilestirilmesine iliskin
tatmin edici sonuglardan bazilari, metabolik miihendisligi stratejilerini, farkl
kimyasallar ve materyalleri maliyeti etkin bir sekilde {iretebilen biyo-rafineri
stireglerinin gelistirilmesine ve ilerlemeye yonelik daha fazla ¢aba sarf etmemizi tesvik

etmistir [4].
1.5.2. Bakterilerde Metabolik Miihendisligi

Metabolik miihendisligi, canli hiicrelerdeki metabolik aglarin, rekombinant DNA
teknikleri kullanilarak daha yiiksek verim ve iiretkenlikle arzulanan kimyasallar
iretmek iizere amaca yoOnelik modifikasyonu olarak tanimlanir. Baslica
uygulamalarindan birisi, uygun mikroorganizmalar1 kullanarak verimli ve bol miktarda
ticari yarar1 olan kimyasallar1 iiretmek icin yapilan arastirmalardir. Geleneksel olarak,
tiretken konakgilarin arzu edilen kimyasallar1 dogal olarak sentezleyen mikroplar
oldugu varsayilmistir. Bununla birlikte, istenen kimyasallarin onciillerini {istlin verim ve
iiretkenlikle iiretme yetenegine sahip olan mikroorganizmalar da konakg¢1 olarak kabul
edilir. Bu kavram, verimli konak¢1 olarak kullanilabilir mikroplarin kapsamin1 énemli
Olciide genisletmektedir [144]. Molekiillerin tasarlanan biyosentezine yonelik aktif
aragtirmalar  lic  kategoriye ayrilabilir: (1) mevcut biyosentez yolaklarinin
giiclendirilmesi, (2) mevcut biyosentetik yolaklarin rekapitiilasyonu ve optimizasyonu,
(3) dogal olmayan molekiiller i¢in de novo yolaklarinin olusturulmasi [145].

Mikroorganizmalardaki izoprenoidlerin {iretimi, son yirmi yilda metabolik
mithendisligin en biliylik basarilarindan biri olmustur. Metabolik miihendisliginde,

biyosentetik yolaklar, {iriin verimini artirmak amaciyla tipik olarak dogal konakc¢ilardan
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heterolog organizmalara aktarilir. Dogal iiriin yolaklarinin yeniden yapilandirilmasi igin
rekombinant sentezleme sistemlerinin kullanilmasi, metabolik miihendisligi ve sentetik
biyolojideki gelismeler nedeniyle dnemli 6l¢iide iyilesmistir. Farkli heterolog sistemler
arasinda, E. coli ve Saccharomyces cerevisiae genetik izlenebilirligi ve hizli biiylimesi
nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Sonug olarak, segilen bir konak¢iya metabolik
yolaklarin sokulmasi, zaman alic1 olabilen ve ¢ogu zaman etkisiz olan sirali klonlama
yontemlerini gerektirmektedir [146]. Kapsamli arastirma ve gelistirme c¢alismalari
nedeniyle E. coli, diinyadaki en i1yi karakterize edilmis organizmadir ve molekiiler
biyoloji laboratuvarlarinda ve sanayide kullanilan en 6nemli organizmalardan biri haline
gelmistir. Hizli biiyiimesi, kolay kiiltiir kosullari, metabolik plastisitesi, biyokimyasal ve
fizyolojik bilgi hazinesi ve genetik ve genomik miihendisligi i¢in araclarin bollugu
nedeniyle, E. coli ayn1 zamanda metabolik miihendisligi ve sentetik biyoloji i¢in en iyi
konak¢1 organizmalardan biri haline gelmistir. Yaygin olarak kullanilan E. coli suslari
genellikle zararsiz olarak kabul edilmektedir [147]. Kisacasi, basarili bir metabolik
miihendisligi yaklasimlari, bitkilere yeni yolaklar tanitan yaklasimlardir. Buradaki temel
zorluk, yeterli substrat mevcudiyetinin saglanmasi, getirilen heterolog enzimin yeterli
aktivitesinin saglanmasi ve tiriiniin endojen enzimler tarafindan bozulmasinin 6nlenmesi
ile sinirhdir. Bu tip bir yaklasimin kullanim Ornekleri arasinda piringte A vitamini
iretimi, Arabidopsis ve Brassica’da biyoplastik iiretimi, osmoprotektan biriktirme
miihendisligi ve yagl asit bilesimlerinin degistirilmesi yer alir [148].

Sekonder metabolitlerde oldugu gibi, mikroplardaki bitki sekonder metabolitlerinin
ekspresyonunu artirmak ve yiiksek verim elde etmek zor bir istir. Kodon kullaniminin
heterolog gen ekspresyonunu etkiledigi bilinmektedir ve bunlar tiim metabolik
mihendisligi yaklasiminin bir parcast olmalidir. Heterolog konakgidaki enzim
stabilitesi, kofaktor gereksinimleri, translasyon sonrasi modifikasyon ve diizenleme,
subseliiler kompartmantasyon ve geri besleme inhibisyonu, géz 6niinde bulundurulmasi
gereken diger faktorlerdir. Okaryotik ekspresyon sistemleri, translasyon sonrasi
modifikasyon imkani sunar ve genellikle bitki sekonder metabolitlerinin {iretimi i¢in
heterolog konak¢1 olarak kullanilir. En yaygin kullanilan okaryotik ifade sistemleri
maya ve boceklerdir [149].

Son  zamanlardaki ilerlemeler, daha kapsamli  genetik araclarla ve
mikroorganizmalarin hiicresel bilgisiyle artmistir. Ornegin, E. coli’nin mevalonat

olmayan yolagi, akson dengesi analizi ve transpozon Kkiitiiphanelerinin taranmasi
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yoluyla distal gen hedeflerini tanimlayarak likopen iiretecek sekilde tasarlanmistir.
Mevalonat yolagi, sirasiyla, anti-sitma ilac1 artemisin Onciileri olan amorfadiyen ve
artemisimik asidi iretmek tizere E. coli ve S. Cerevisiae’de dahil edilmis ve
gelistirilmistir [130]. Mikroplar, endiistrilerde genis mikrop kullanimi1 nedeniyle,
eczacilik, tarim, gida vb. gibi cesitli sektorlerde birgok degerli {iriiniin iiretiminde

kullanilmaktadir [150].

1.5.3. Sekonder Metabolitlerde Metabolik Miihendisligi

Bitki sekonder metabolizmasinin, bitkinin yasam dongiisii boyunca bir¢ok islevi
vardir. Bu islevler, bitkinin bitki-bocek, bitki-mikroorganizma ve bitki-bitki
etkilesimleri gibi cevresiyle etkilesiminde araci olarak smiflandirilabilir. Sekonder
metabolitlerin iiretimi, Ornegin, antifeedants, fitoantinantlarin yapisal {retimi ve
fitoaleksinlerin indiiklenebilir tiretimi gibi, bitkinin savunma sisteminin bir parcasini
olusturur. Sekonder metabolizma, Ornegin, polinatdrlerin ¢ekilmesinde ve erkek
fertilitesinde, bitki reprodiiksiyonunda da rol oynar. Sekonder metabolitler insan gida
kalitesinin onemli yonlerini belirler (tat, renk ve koku) ve bitki pigmentlerinin, siis
bitkilerinin ve ¢igeklerin ¢esitliligi i¢in Onemlidir. Dahasi ilaglar, boyalar, bdocek
Oldiiriictiler, tatlar ve kokularin tiretimi i¢in birka¢ bitki sekonder metaboliti
kullanilmaktadir. Sekonder metabolizma bdylece bitki yetistiriciligi i¢in ilging bir
hedeftir [151]. Bitkiler yapisal agidan farkli kimyasallar gibi goriinen tiikenmez bir
havuz saglarlar. Planta'da, bu bilegiklerin biyosentezi digsal veya cevresel ipuclarina bir
cevaptir ve bu nedenle de bitki ekosistemlerinin karsilikli bagimliliklarini ve gesitliligini
sekillendirmede ¢ok onemli bir rol oynar. Bu kimyasallar, bitkilerin gida ve enerji
kaynaklar1 olarak ne kadar etkili kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica, bitkilerin
urettigi bir¢ok kimyasal madde insan sagligimi gelistirir ve ilag endiistrisinde

kullanilmak iizere bir¢cok bitki metaboliti izole edilmektedir [152].

Gegtigimiz birkac yilda, modiiler miihendislik ile sentetik biyoloji ¢aligmalarinda
bircok basar1 elde edilmistir ve bu da insan toplumunu saglik bakimi ve kimyasal iiretim
acisindan onemli Olgiide etkilemistir [153]. Daha giiglii biyolojik aktiviteye sahip
cesitlendirilmis dogal bilesiklerin hazirlanmasi, metabolik miihendisliginin 6nemli bir
uygulamasidir. Ornegin, flavonoid tiirevleri, rekombinant mikroorganizmalarin &ncii

beslenmesiyle iiretilmistir.
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Bitkilerin metabolik miihendisligi temelde zor bir ugrastir. "Miihendislik" teriminin
kullanilmasi, degistirilmekte olan sistemin kesin bir sekilde anlasildigini ima eder.
Ancak, bu normalde bitkilerdeki bir durum degildir. Tipik bir metabolik miihendisligi
yaklasimi; nisasta, E vitamini veya amino asitler gibi belirli bir metabolik ara {iriin veya
iiriine odaklanarak belirlenir. Biyosentez yolundaki bilgi degerlendirilir ve "hiz
siirlayict adimlar" igin adaylar belirlenir. Bunlar genellikle in vivo dengeden uzak
olduguna veya bilinen diizenleyici 6zelliklere sahip olduguna inanilan reaksiyonlari
katalize eden enzimlerdir. Bu asamalardan sonra katalitik kapasiteyi artiran yeni bir
enzimin katilmasiyla miihendislige tabi tutulur. Cogu zaman, secilen enzim, endojen
sistemde "heterolog" dir ve bu nedenle, hedef organizmada bulunan diizenleyici
kontrollerden (6rn., Allosterik regiilasyon, protein modifikasyonu ve protein iliskisi)
bagimsiz olarak bilinir veya kabul edilir. Bu yaklasim bazi muhtesem basarilar
tiretmistir. Ilk gerceklestirilen drneklerden biri, steril edilmis bir E. coli enzimini (ADP
glukoz pirofosforilaz) patates yumrularina sokarak artan nigasta biyosentezinin

basarilmasiydi [148].

Bitki ve hayvanlardan elde edilen bir dizi dogal bilesik, kronik hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisinde sagliga yararlar ile iliskilendirilmistir [146]. Bitki sekonder
metabolitleri, bitkilerin biiylimesi, gelisimi veya yeniden iiretilmesinde rol alir. Ayrica
bitki savunmasinda ve sinyallemede 6nemli islevlere sahiptir ve pigment veya koku
verici olarak islev goriir. Tiim canli organizmalarin genis spektrumunda ¢ogunlukla ayn
olan primer metabolitlerden farkli olarak, bitki sekonder metabolitleri tiirlerden tiirlere
degisebilir ve ¢esitli karmagsik kimyasal yapilar dizisinden olugabilir. Sinirhi erigim ve
yiiksek kaliteli dogal triinler nedeniyle, son yillarda gida endiistrisinde sentetik
bilesikler giderek daha fazla 6nem kazanmistir. Bununla birlikte, glinlimiizde insanlar
bazi sentetik bilesiklerin kanitlanmis toksikolojik etkilerinin bir sonucu olarak dogal
tiriinler talep etmektedir. Genellikle, bitkideki dogal iiriinlerin besin degeri yoktur, fakat
bitkilerdeki dogal iirlinler agisindan zengin bir diyet, bagisiklik sistemini giiglendirebilir
veya insan viicudunu serbest radikallerden koruyabilir ve bdylece karsinojenezi
Onleyebilir veya bastirabilir. Bu nedenle, bitki dogal tiriinleri farmasoétik ilaglar olarak

bliylik 6neme sahiptir [154].

Sekonder metabolizma, hiicre biliylimesi i¢in uygulanabilen bir grup biyolojik islem

tarafindan olusturulur. Mantar ve filament6z bakteriler gibi mikroorganizmalarda
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sekonder metabolizma, tibbi kimya ve biyoteknolojideki uygulamalarla birlikte
biyolojik olarak aktif bilesiklerin 6nemli bir kaynagidir. Mikroorganizmalardan tiiretilen
sekonder metabolitler, cok yonlii ¢esitliligi ve biyolojik aktiviteleri barindiran sentetik
ilaglarin bir¢ogundan daha biiylik kimyasal karmasiklifa sahip olma egilimindedir.
Bununla birlikte, bunlar tipik olarak saf bilesikler olarak mevcut degildir ve karmasik
karisimlardan izolasyonlar: siklikla can sikici ve karmagik bir siiregtir [155]. Bitki
sekonder metabolitlerinin mikrobiyal iiretimi, manipiile etmeleri nispeten kolay
olduklari, fermantasyonlar1 daha iyi kontrol edilebildiklerinden, hizl1 biiyiime oranlarina
sahip olduklarindan ve genellikle ucuz substratlar kullandiklarindan ¢esitli avantajlar
sunar [149]. Mikrobiyal tiirler, terapotik olarak ilgili sekonder metabolitler veya dogal
iriinler icin olaganiistii kaynaklardir. Bu bilesikler, bakteriler tarafindan, savunmadan
besin alimina kadar uzanan cesitli islevlerde ve antibakteriyeller, antifungaller,
antikanser ajanlar1 ve diger tedaviler olarak kullanilmak {izere modern tip tarafindan
tretilmistir. Dogal {iriinler organizmanin hayatta kalmasi i¢in esas olarak kabul
edilmemis olsa da hem iiretici hem de g¢evre organizmalar icin cevresel avantajlari
destekleyen yonleri bulunmaktadir ve bunlarin devam ettirilmesi, yeni bilesik

iskelelerinin ve yolaklarin agiga ¢ikarilmasinda anahtardir [156].

1.6. Safran Metabolik Yolak

Karotenoid ve apokarotenoid yolaklar, izopentenil fosfattan (IPP) zeaksantine kadar
baslayan ortak biyosentetik adimlart paylasir. Yolun birinci hiz sinirlayic1 enzimi, yani
fitoen sentaz (PSY), iki GGDP (Geranil geranil difosfat) molekiiliiniin yogunlagsmasiyla
fitoen iiretir. Bunu takiben, birka¢ eszamanli adimla, oksidatif klevaj yoluyla farkli
apokarotenoidlere doniistiiriilen zeaksantinin (apokarotenoid onciilil) iiretimi meydana
gelir. Ayrica Crocus’ta, zeaksantin diglukosidaz, diger birka¢ glikozitin karakteristik
aromasindan toplu olarak sorumludur [157]. Iki halkali beta karoten, likopen, B-siklaz
(LYC) ile likopen siklizasyonu ile olusturulur. MVA yolundaki B-karotenin
hidroksilasyonu, zeaksantin elde etmek i¢cin BCH geni tarafindan kodlanan B-karotenoid
hidroksilaz tarafindan katalize edilir [158]. Karotenoid boliinme dioksijenazlar
(CCD’ler) adi verilen ve karotenoidlerin farkli baglarindaki ¢ift baglar
apokarotenoidlerin olusumu ile sonuglanan bir enzim sinifi vardir. Zeaksantin, CCD2
icin, krosetin dialdehit ve B-siklositral’de boliinen substrat gorevi goriir. CCD2, 7°8’

boliinme aktivitesine sahip enzim olarak tanimlanmistir ve Crocus'ta krosin
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biyosentezinde ilk adimi katalize etmistir. Daha sonra krosetin dialdehit, aldehit
dehidrogenaz (ALDH) tarafindan krosetin'e donistiiriiliir. Ayrica, krosetin ve [-
siklositral, sirasiyla UDP-glukosil transferazlar (UGT) tarafindan krosin ve pikrokrosine
dontstiirtiliir [159]. Yani safranin renk ve koku aktif bilesiklerinin biyogenezi, krosetin
dialdehit ve pikrokrosin iiretmek tlizere 7,8 (7°, 8’) noktalardaki zeaksantinin biyo-
oksidatif boliinmesiyle tiiretilir [158]. Pikrokrosin ayrica bir beta-glukosidaz (B-GS)
etkisi oldugu varsayilan safran haline dontstiiriiliir (Sekil 1.6) [159]. Krosetin glukosil
ve gentiobiosil esterlerin olusumu i¢in glukosiltransferaz aktivitesi, safran filizlenme
kordonlarinin farkli kisimlarinda ve kallus kiltiirinde mevcuttur, ancak enzimler
saflastirilmamistir veya karakterize edilmemistir. Krosetinin krosin i¢ine glukosilasyonu
siralidir ve iki farkli glukosiltransferaz icerebilir; bir tanesi krosetin karboksil gruplari
ve glikoz kisimlar1 arasinda ester baglari olustururken, digeri glukozidik baglarin
olusumunu katalizleyerek molekiiliin her iki ucunda da islev goriir [160]. Krosetin
glikosilasyonu Onemlidir, ¢linkii pigmente suda c¢ozliniirlik saglar. Glukosilasyon,
farmasétik veya beslenmeyle ilgilenen molekiillerin stabilitesini, aktivitesini, biyolojik
mevcudiyetini ve suda ¢oziiniirliigiini artirabilir. Ayrica Crocus sativus L. kallus
ekstraktinin, UDP-glukoz kullanarak krosetin glikositlere doniisme kabiliyeti de
bildirilmistir [161].
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Sekil 1.6. Safran apokarotenoid yolak [159].
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1.6.1. Safran Metabolik Yolak Genleri

CCD2 Geni;

Bitkilerde karotenoidlerin  oksidatif boliinmesi, foto koruma, fotosentez,
pigmentasyon ve sinyalizasyon gibi kritik fonksiyonlara hizmet eden bir dizi
apokarotenoid bilesiginin iiretimine yol acar. Bitki CCD’leri, simdiye kadar tanimlanan
en bol grubu olusturmaktadir [162]. CCD’ler, ayrildiklar ¢ift bag icin 6zgilliik
sergilerler, fakat bir¢ogu substrat seciminde kararsizdir. Bitkilerde, CCD1 ve CCD7
kendi karotenoid substratlarinin 9,10 ¢ift bagini ayirirken, 9-cis-epoksi-karotenoid
dioksijenazlarin (NCED’ler) 11,12 ¢ift bagini ayirir. Ek olarak, Bixa orellana’dan (bir
0dikot) BoLCD'nin likopen 5,6 ¢ift bagini ayirdigini ve Crocus sativus’tan bir
CsZCD’nin (bir monokot) 7,8 ¢ift zeaksantin bagini ayirdigi tespit edilmistir [64].

CCD ailesinin yeni bir iiyesi olan karotenoid bdliinme dioksijenaz 2, zeaksantinin
Crocus’ta krosetin dialdehit’e donilistimiinii katalize eder [59]. CsCCD2’nin
ekspresyonu safrandaki stigma ile sinirhidir ve gelisimi sirasinda bu dokudaki krosetin
seviyelerini belirler. Ayn1 davranig, bahar ¢igdemi C. Ancyrensis’ten izole edilen bir
CCD2 homologu olan CaCCD?2 i¢in de gozlenir. Her iki CCD2 enzimi, CCD1 alt ailesi
ile bliylik bir fark olarak plastidiktir [162]. CCD2 ¢igeklerde eksprese edilir, tepal ve
stigma ile gosterilen sari, turuncu ve kirmizi renklerden sorumludur. CCD bitki
ailesinde bes alt aile tanimlanmistir; Substratlar1 ve regioelektriklikleri bakimindan
farkli olan CCDI1, CCD2, CCD4, CCD7 ve CCDS8 seklinde gosterilmistir. CCDI,
CCD4, CCD7 ve CCDS alt familyasindan iiyeler, bugiline kadar siralanan tiim yiiksek
bitki genlerinde, CCD2’nin istisna oldugu, yalnizca Crocus sativus'ta ve diger Crocus
tiirlerinde belirlenmis iyeler ile tanimlanmistir [59, 163]. NCED’ler, ABA Onciisii
ksantoksinini iiretmek i¢in sadece 11,12 ¢ift 9-cis-epoksi-karotenoid bagim
parcalamaktadir. CCD7 ve CCD&, strigolakton Onciisii karlaktona yol agan, sirasiyla
strigolakton yolunda etki eder. CCD1 ailesinin enzimleri, birkag farkli pozisyonda genis
bir yelpazede farkli karotenoid pargalarini ayirir (9,10; 9,10,9°, 10’; 5,6,5°, 6’; veya
7,8,7°,8”). CCD4 enzimleri 9°,10° veya 7°,8” pozisyonlarinda karotenoidleri ayirir ve
krizantem yapraklari, seftali eti, patates yumrulari, narenciye kabugu ve Arabidopsis
tohumlar1 dahil olmak {izere bitki dokularindaki pigmentasyon seviyesini belirler [163].

Krosetin, CsCCD2 tarafindan katalize edilen bir C7-C8 ve C7’-C8’ ayrilma reaksiyonu
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ile zeaksantinin biyo-oksidatif ayrilmasi ile elde edilir. CsCCD2'nin ekspresyonu
safrandaki stigma ile sinirlidir ve gelisimi sirasinda bu dokudaki krosetin seviyelerini

yansitir [162].

UGT Geni;

Glikosiltransferazlar (GTazlar), belirli bir aliciya bir seker molekiilii baglayan ve
boylece bir glukosidik bag olusturan enzimlerdir [61]. Glikosiltransferazlar (GT’ler),
niikleotit difosfatla aktive edilmis sekerlerin, proteinlerden, lipitlerden, nikleik
asitlerden antibiyotiklere ve sekonder metabolitler olarak bilinen diger diisiik molekiil
agirlikli bilesiklere kadar genis ve cesitli molekiillere stereospesifik ve regiospesifik
transferini katalize eder. Glikosilasyon mekanizmasi, c¢esitli biyolojik islemlerde
meydana gelen ve gliko-cesitlilige sahip sayisiz bitki sekonder metabolitinin olusmasina
neden olan anahtar modifikasyon agamasidir [164]. Krosin, bir apokarotenoid aglikon
olan krosetin digentiobiosil esteridir ve bir dizi krosetin glikosil esterleri ile birlikte
safranda (Crocus sativus stigmalari) sar1 bir pigment olarak bulunur. Krosetin glukosil
esterleri, suda ¢oziiniir bir gida boyasi olarak kullanilmigtir ve farmakolojik yararlari
nedeniyle nutrasotikler olarak dikkat cekmistir. Krosin biyosentezine 6zgii ilk adim,
krosetin dialdehit verecek sekilde zeaksantinin bolinmesidir. Krosetin dialdehit daha
sonra krosetine oksitlenir [165]. Glikosiltransferazlar, diizenleyici metabolitlerin
aktivitelerini degistirerek hiicresel metabolizmada ¢esitli roller oynarlar. Bitki sekonder
metaboliti UDP’ye bagli glikosiltransferazlar (UGT ler), bir glikozidik bag olusumu ile
bir karbonhidratin aktive edilmis donor sekerden kiigiik molekiil alicilarina transferini
katalize eder. Glikosilasyon, aglikonun stabilitesini ve/veya ¢oziinilirliiglinii degistirir ve
hatta diferansiyel ve coklu konjugasyonlar nedeniyle daha yliksek bir cesitlilik
yaratabilir [166]. Glikosilasyon, bir karbonhidratin aktif bir donér sekerden bir
glikozidik bag olusumu ile kiigiik molekiil alicilarina transferini katalize eden UDP
karbonhidrat bagimli glikosiltransferazlar (UGT’ler) ile saglanir [167]. Bitkilerdeki
seker alici araliginin ¢ok c¢esitli oldugu diisiiniilmektedir, ancak bazi substratlar
UGT’lerin sadece birkaci i¢in bilinmektedir ve yapisal kimlik ile substrat spesifikligi
arasinda sert bir korelasyon eksikligi vardir. Bitkilerde bulunan c¢ok sayida farkl
glikozit g6z oniine alindiginda, ytliksek 6zgiilliik, gergekte tanimlandigindan daha fazla
sayida UGT nin gerekliligini gosterecektir [166]. Ekonomik agidan uygun mahsullerin

genetik manipiilasyonu, gidanin (besin igerigi) veya mahsuliin kalitesinin iyilestirilmesi
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icin Onemli bir biyoteknolojik uygulamadir. Enzim immobilizasyon teknigini
kullanarak, pummelo'dan bir rekombinant sekilde klonlanmig GT, limon suyunun aci
limonoidlerini tatsiz glikozitlere doniistiirmiistiir. Bitkilerde enzimatik faaliyetlerin
izolasyonu, olusturulmasit ve GT’lerin biyolojik rollerini igeren teknikler, mahsuliin
iyilestirilmesi i¢in bir platform gorevi gorecektir. GT’ler bitki sekonder
metabolizmasinda savunma yanitlarindan detoksifikasyona ve hormon seviyelerinin
diizenlenmesine kadar molekiillerin stabilitesinde artisa kadar g¢esitli fonksiyonel roller
oynarlar ve gelistirilmis 6zelliklere sahip transgenikler olusturmak i¢in ideal bir aday

olurlar [164].

Crocus tiirlerinde flavonoller genellikle 3°’-OH, 7°-OH ve 4’-OH pozisyonlarinda
glikosile edilir, bu da oldukca karmasik bir flavonol deseni olusturur [167]. Flavonol
glukozitler, Crocus sativus stigmalarinda biriken ikinci grup sekonder metabolitleri
olusturur [168]. Crocus sativus’taki krosin biyosentezinin, karotenoid bdliinme
dioksijenaz 2 (CCD?2) ile katalize edilen bir zeaksantin parcalanma yolu ve ardindan
CsGT2 (UGT74AD1) tarafindan katalize edilen glukosilasyon reaksiyonlari ile devam
ettigi ileri siiriilmustiir. Kisacast CsUgt enzimi Crocus sativus bitkisinde krosin ve

pikrokrosin iiretiminden sorumludur [60].

p-GS Geni;

Substrat spesifikligi temelinde, B-glukozidazlar, ii¢ smifa ayrilmistir; (1) aril-p-
glukozidazlar, (2) gercek sellobazlar ve (3) cok cesitli substratlarda aktif olan genis
substrat spesifiklik enzimleri [169]. Seliiloz, bitki hiicre duvarinin en bol bulunan
bilesenidir ve Amazon topraklari, nehirleri ve golleri, mikroorganizmalar tarafindan
bozulmus bitkilerden elde edilen biiyiik miktarda organik maddeye sahiptir. Bu sekilde,
bu bolgede bulunan mikroorganizmalar, seliilozu pargalayabilen ve ayrica fermente
edilebilen sekere (6rnegin seliilazlar, sellobiyozlar ve B-glukosidazlar) doniistiirebilen
enzimler Uretmelidir [170]. B-D-Glukozit glukohidrolazlari veya [-glukosidazlar,
glikozil grubunun oksijen niikleofilleri arasinda transferini katalize eden, iyi karakterize
edilmis, biyolojik olarak 6nemli bir enzim grubunu olusturur [169]. Pek ¢ok biyolojik
siire¢ ve biyoteknolojik uygulamadaki kilit rolleri nedeniyle, B-glukosidazlar bir¢ok
arastirmaya konu olmustur [171]. B-D-Glukozit glukohidrolazlari, indirgenmeyen

glikoziti aril, alkil, gliikozitler ve oligosakkaritlerden salmak i¢in glikosidik baglart
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hidrolize eden enzimler grubudur. Glikozu glikozitlerden salma etkinlikleri nedeniyle,
B-glukosidazlar, hayvanlar, bocekler, bitkiler, mantarlar, bakteriler gibi ¢ok c¢esitli
organizmalara dagilir ve cesitli islevleri yerine getirir. Hayvanlarda, B-glukosidazlar,
glikolipidlerde ve diyet glikozitlerinin bozulmasinda ve hiicresel sinyallerde rol oynar.
Bocek sindirim sisteminde bulunan B-glukosidazlar, zehirli olmayan glukozinolatlar
zararlilart 6nlemek icin toksinlere hidrolize eden myrosinazlar olarak adlandirilir.
Bitkilerde hiicre duvar1 oligosakkaritlerinin katabolizmasinda rol oynayan [3-
glukosidazlar, aroma bilesiklerinin aktif olmayan gliikozitlerinden salinimi1 ve
fitohormon konjugat aktivasyonu vb. gorevleri yaparlar [172]. B-glukosidaz aktivitesi
birgok faktorden etkilenir. Seliilozun glukoza indirgenmesi sirasinda, iiriin geri bildirimi
nedeniyle artan glukoz konsantrasyonuyla inhibe edilebilir, boylece seliiloz bozulma
oranin1 sinirlar. Cok c¢esitli arastirmalara gore, P-glukosidazlarin ¢ogu glukoza
duyarhdir ve glukoza karsi inhibisyon sabitleri 0.5 mM ile 100 mM arasindadir [173].
E. coli’nin vahsi tip suslar1 B-glukozitleri fermente edemez [174, 175]. Bununla birlikte,
salisin veya arbutin gibi B-glukozitler iizerinde biiyiiyebilen, bgl olarak bilinen kriptik
bir operonun varligini ortaya ¢ikaran spontan mutantlar1 ortaya ¢ikarir. E. coli’nin bgl
operonu, diizenlenmis alimi ve aril B-glukozitlerin kullanimi igin gerekli tiim
fonksiyonlart kodlar. Bu operon, ilk tgii (bglG, bglF ve bglB) operonun sifresi
¢oziildiikten sonra aril-B-glukozitlerin diizenlenmis alimi ve bozunmasi i¢in gerekli tiim
fonksiyonlar1 kodlayan en az doért gen igerir [174]. In vitro enzim aktivitesi,
CsBGlul2'nin, flavonol B-glukozitler ve viyolo-oligosakaritlerin hidrolizini katalize
ettigini ortaya koymustur. Her ne kadar Crocus’ta ve bitki aleminde flavonol b-
glukozitlerin glikosilasyonunda rol oynayan glukosiltransferazlar karakterize edilmis
olsada, hidrolizlerine katilan B-glukosidazlar arastirilmamigstir. CsBGlul2, flavonolleri
ve apokarotenoidleri igeren fakat bunlarla sinirli olmayan, cicek stigmasi, biyosentezin
ana bolgesi ve C. Sativus’taki bircok ikincil metabolitlerin birikiminde daha yiiksek
ekspresyon sergilemistir [176]. Glikosilasyon ve deglikosilasyon, bitkilerin bir dizi
sekonder metabolitin biyolojik aktivitesini diizenlemesini saglayan etkileyici

mekanizmalardir [176].
ALDH Geni;

Aldehit dehidrojenaz, ¢ok cesitli aldehitlerin oksidasyonunu katalize eden bir siiper
aile enzimleridir [177]. Genellikle, ALDH’ler, kofaktdr olarak NAD(P)* kullanilarak
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cok cesitli aldehidlerin oksidasyonunu katalize eden multimerik enzimlerin bir tist
ailesidir. 2002 yil1 itibariyle yaklasik 555 ALDH rapor edilmistir. Ozellikle, E. coli 17
farkli ALDH izozimine sahiptir ve birgogu genetik ve protein seviyelerinde yogun
olarak calisilmistir [178]. Hiicresel metabolizmadaki 6nemli rolleri, bakterilerden

insanlara kadar degisen organizmalarda yogun bir sekilde incelenmistir [179].

ALDH siiper ailesi, karnitin biyosentezi, glikoliz/glukoneogenez, hiicresel redoks
dengesi bakimi ve amino asit metabolizmasi gibi birgok proseste yer alan ¢ok sayida
enzimden olusur. Bitkilerde bulunan ALDH’lerin sayisi, yesil alg Volvox carteri’de
bulunan yediden Populus trichocarpa’da 26’ya kadardir. Bitki ALDH proteinlerinin
sitozol, mitokondri, plastidler (kloroplastlar, kromoplastlar ve lokoplastlar),
peroksizomlar ve mikrozomlarda lokalize oldugu bulunmustur. ALDH ekspresyonu,
aldehid birikiminde rol oynayan oksidatif strese neden olan kosullar i¢in, dehidrasyon,
su kiitlesi kaybi, yliksek tuzluluk, agir metaller, 1s1, oksidatif stres, soguk, ultraviyole
isinim1 ve digerleri gibi abiyotik stresler tarafindan degistirilir ve bitki dokular1 ve
gelisim asamalar1 boyunca diizenlenir [180]. ALDH enzimleri, aldehidleri karsilik gelen
karboksilik asitlere dontistirmek igin kofaktor olarak ya Nikotinamid Adenin
Diniikleotidi (NAD") ya da Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat'n (NADP™) kullanir
[180]. Bircok aldehit gibi, krosetin dialdehit oldukca reaktifdir ve heniiz
tanimlanamayan ALDH enzimleri ile diasit krosetin'e doniistiiriiliit. Crocus sativus
bitkisinde bulunan ALDH enzimi krosetin olusumundan sorumludur [181]. Krosetin
dialdehit, daha sonra glukozile olan krosetin elde etmek i¢in bilinmeyen bir aldehit

dehidrojenaz (ALDH) ile ayrica oksitlenir [180].

1.7. Safran Apokarotenoidlerinin Heterolog Mikrobiyal Biyosentezi

Bu calismada giincel bir yaklasim olarak metabolik miihendisligi, sentetik biyoloji
ve sentetik metabolik miihendisligi yaklasimlar1 kullanilarak zeaksantin 6nciil maddesi
aracilifiyla safran bitkisine biyosentetik bir alternatif gelistirmek i¢in yliksek degerli
kimyasallar olan safran apokarotenoidlerinin (krosetin/krosin, pikrokrosin ve safranal)
mikrobiyal biyosentezi amaclanmaktadir (Sekil 1.7). Crocus sativus L. bitkisindeki
apokarotenoid yolak bir karotenoid olan zeaksantini ©oncli molekiil olarak

kullanmaktadir [182]. Calismada safran bitkisinin apokarotenoid yolak genleri olan
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CCD2 ve UGT, E. coli bakterisine aktarilarak heterolog ekspresyon gergeklestirilmesi

amaclanmaktadir.

Zeaksantin

Heterolog apokarotenoid yolak
-GS

02, B-SHKiosial e PyokTosin s Saifanal
UsT
_QMUMHKMn—Kmsm

Sekil 1.7. E. coli’de safran apokarotenoidlerinin tiretilmesi igin 6nerilen biyosentetik sema.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal

RNA izolasyonu ve cDNA sentezi i¢in RNeasy plant mini kit (Qiagen, Katalog No;
74903) ve RT” first strant kit (Qiagen, Katalog No; 330401) kullanilmistir. Sivi bakteri
kiiltiirlinden (bakteri+besiyeri) plazmid DNA izolasyonu i¢in QIAprep Spin Miniprep
Kit (Katalog No; 27106) kullanilmistir. Gibson Assembly metodu i¢in hazirlanmasi
gereken Master karisiminda TS5 exonuclease, Taq ligase, 5X tampon, NAD" ve
polimeraz zincir reaksiyonu i¢in (PCR) kullanilan Phusion High-Fidelity DNA
polymerase enzimi, dNTP’ler ise New England Biolaps (NEB)’dan temin edilmistir.
Ayrica PCR reaksiyonlarinda kullanilan kesim enzimleri ve burada kullanilan tamponlar
NEB’den temin edilmistir. PCR iiriinlerinin agoraz jel elektroforezi sonrasi jelden
izolasyonu i¢in QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen’den (Katalog No; 28706) temin
edilmistir. Safran ¢iceklerinin elde edilmesi i¢in kullanilan soganlar Eskisehir Gegit
Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisi'nden temin edilmistir. E. coli suslarinin
ekstraksiyonu i¢in kullanilan ¢oziiciiler (Etanol, DMSO, Kloroform) Sigmadan temin
edilmistir. HPLC isleminde kullanilan mobil faz (Asetonitril, Metanol) Merck’den
temin edilmistir. HPLC i¢in C18 kolon (GL Sciences, 5020-07346) kullanilmistir.
Ayrica HPLC ig¢in; safranal standartt TRC (Kanada) (Katalog No; 116-26-7), krosin
standart1 Sigma (Katalog No; 42553-65-1) ve Carbo synth (Katalog No; 42553-65-1),
pikrokrosin standartt Aktin (Katalog No; 138-55-6) markasindan temin edilmistir.
Onciil madde olarak verilen zeaksantin pipingRock’dan temin edilmistir. Besiyeri
ortaminda calismada kullanilan seker donoérii i¢in kullanilan Udp-glc (Katalog No;
V7092) ve Udp-gal (Katalog No; V7171) Promega’dan temin edilmistir. HC1 ve MgCl,
Merck’den, Niiclease free water Wisent Kanada’dan temin edilmistir. Agoroz jelle
ektroforezinde kullanilan marker Hibrigen 1 kb DNA Ladder MG-LDR-1000
Hibrigen’den temin edilmistir. PCR isleminde kullanilan primerler Gen Plaza
Biyoteknoloji Merkezi San. ve Tic. Ltd. S$ti. (Tiirkiye) tarafindan ticari olarak sentezi

yapilmistir.



2.1.1. Plazmidler

Bu calismada gen kaynagi olarak ppVC00154 plazmidi kullanilmistir. Ayrica
caligmanin bir diger asamasinda zeaksantin Onciili olarak pAC-EHER-EBIidiYZ
plazmidi [183] kullanilmistir. Calismadaki genlerin (CCD2, UGT, ALDH) elde
edilmesi i¢in pTHIO-Danl plazmidi kullanilmistir. Bu plazmid Giovanni Giuliano ve
ark. (2018) tarafindan yapilan bir ¢aligmadan temin edilmistir. Bu plazmidler pTHIO-
CCD2, pTHIO-UGT74AD1, pTHIO-ALDH31I ve orjinal vektor pTHIO-Danl
plazmididir [181].

2.1.2. Cozeltiler ve Tamponlar

Gliserol ¢ozeltileri

% 10’luk gliserol ¢ozeltisi hazirliginda; 10 ml gliserol i¢in 90 ml distile su eklenip
121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Tampon ¢ozeltileri
IXTAE Tampon Cozeltisi

50xTAE tampon ¢ozeltisi, 1XTAE’ye distile su ile seyreltilip jel elektroforezi icin

calisma ¢ozeltisi hazirlanmastir.

2.1.3. Antibiyotikler

Kloramfenikol

Kloramfenikol, bakteriyostatik aktiviteye sahip Streptomyces venequelae'den
tiretilen, yari sentetik, genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Kloramfenikol bakteride
hiicre duvar1 boyunca yayilir ve geri doniisiimlii olarak bakteri 50S ribozomal alt
tinitesine baglanir. Bu baglanma, peptidil transferaz aktivitesine miidahale eder, boylece
amino asitlerin biiyliyen peptid zincirlerine transferini dnler ve peptit bagi olusumunu
bloke eder. Bunun bir sonucu olarak bakteriyel protein sentezi bloke edilir ve bakteriyel
hiicre cogalmasini engeller. Calismada kullanilan antibiyotik Sigma’dan (C0378) temin
edilmistir. 34 mg/ml stok soliisyonu tartilarak etanol i¢inde ¢ozdiiriiliip filtreden
gecirilmistir.  Calisma  konsantrasyonu 25 pg/ml’dir.  Kloramfenikol direncli

plazmidlerde Cm antibiyotigi kullanilmistir.
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Kanamisin

Kanamisin, aminoglikozid grubu bir antibiyotiktir. Oral, intravendz ve intramuskiiler
formlar1 vardir ve enfeksiyon tedavisinde genis bir yelpazede kullanilir. Kanamisin;
Streptomyces kanamyceticus bakterisinden izole edilmistir ve siilfatli formunda
kullanilir. Kanamisin stok konsantrasyonu 30 mg/ml’dir. 10 ml hacminde kanamisin
hazirlig1 i¢in 0.3 g kanamisin tartilip DNase-RNase free su ile 10 ml’ye tamamlanir ve
filtreden gegirilerek steril edilir. Kanamisin antibiyotigi Fisher BioReagents’den

(BP906-5) temin edilmistir.

Spektinomisin

Spektinomisin, bakteriyostatik aktiviteye sahip Streptomyces spectabilis'ten
tiretilmis bir aminosiklitol aminoglikozit antibiyotiktir. Bu ¢alismada stok
konsantrasyonu 50 mg/ml olarak hazirlanmistir. 10 ml hacminde spektinomisin hazirlig
icin 500 mg spektinomisin tartilip, belirlenen hacimde DNase-RNase free su eklenir ve
sterilizasyon amaciyla 0.2 pm’lik filtreden gecirilmistir. Hazirlanan stok -20 °C’de
saklanmigtir. Spektinomisin antibiyotigi Fisher BioReagents’den (BP2957-1) temin
edilmistir.
Ampisilin

Ampisilin, yart sentetik bir penisilin ve bakteriyel hiicre zarinin i¢ yiizeyinde
transpeptidazlar etkisiz hale getirerek bakteriyel hiicre duvari sentezini 6nleyen bir B-
laktam antibiyotiktir. Bu c¢aligmada Ampisilin stok ¢ozeltisi 100 mg/ml olarak
hazirlanmistir. 5 ml hacminde ampisilin hazirligi i¢in 0.5 g ampisilin tartilip, belirlenen
hacimde DNase-RNase free su eklenmistir ve 0.2 pm’lik filtreden gegirilerek steril

edilmistir. Hazirlanan stok -20 °C’de saklanmistir. Ampisilin antibiyotigi Fisher

BioReagents’den (BP1760-25) temin edilmistir.

2.1.4. In Vitro Ortamda Bakterilerin Biiyiimesini Saglayan Besiyerleri

SOB (Siiper optimize edilmis besiyeri) ve SOC (Siiper optimize edilmis katabolit

represyonlu besiyeri) Besiyeri

Genellikle E. coli’den gelen, mikrobiyolojik bir kiiltiir i¢in kullanilan besin
bakimindan zengin bakteri ireme ortamidir. 1983 yilinda Douglas Hanahan tarafindan

gelistirilmistir ve yaygin olarak kullanilan LB ortaminin (lizojen suyu) diizeltilmis bir
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versiyonudur. SOB veya SOC ortaminda E. coli’nin biiylimesi, plazmidlerin daha
yiiksek transformasyon verimleri ile sonuglanir. SOB besiyeri i¢cin BD Difco SOB
Medium (244310) kullanilmistir. Asagidaki Tablo 2.1’de SOC besi yeri bilesimleri

verilmistir.

Tablo 2. 1. SOC Bilesimi.

Kimyasalin ad1 Miktar
SOB besiyeri 28 g/LL
Distile su (dH,0) 1L
Glikoz ¢ozeltisi (% 20) 20 ml

SOB besiyeri ¢aligma konsantrasyonu 28 g/l olacak sekilde dH,O ile seyreltilir ve
121 °C’de 15 dakika sterilizasyonu gerceklestirilmistir. Steril edilen SOB ¢dozeltisi
icerisine % 20’lik glikoz ¢ozeltisi hazirlanip eklenmistir. Daha sonra 0.2 pum’lik

filtreden gecirilerek SOC ¢ozeltisi hazirlanmgtir.

LB Broth (Sivi Besiyeri)

LB Broth sivi besiyeri bilesimi Tablo 2.2°de verilmistir. Besiyeri bilesimi
hazirlandiktan sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

Tablo 2.2. LB Broth besiyeri bilesimi.

Kimyasal Adlar Miktar
Tripton 10 g/l
Maya Ekstrakti 5¢ll
NaCl 10 g/l

LB Agar (Kan Besiyeri)

LB agar besiyeri bilesimi Tablo 2.3 de verilmistir. Hazirlanan besiyeri 121 °C’de 15
dakikada otoklavda steril edilmistir.

Tablo 2. 3. LB Agar besiyeri bilesimi.

Kimyasal Adlar1 Miktar
Maya Ekstrakt1 5¢gil
Tripton 10 g/l
NaCl 10 g/l
Agar 15 g/l
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NaCl’siz LB Broth Besiyeri

Kompetent hiicre hazirligi i¢in gereken besiyerlerinden biri NaCl icermeyen LB
ortamidir. Asagida verilen kimyasallar Becton Tecnical’dan (2020-05-17) temin

edilmistir. Besiyeri bilesimleri Tablo 2.4’ de verilmistir.

Tablo 2. 4. NaCl’siz LB Broth Besiyeri bilesimi.

Kimyasal Adlari Miktar
Tripton 10 g/l
Maya ekstrakti 5¢g/l

2.1.5. E. coli Suslan

Calismada konake1 sug olarak E. coli K-12 MG1655 (F-, lambda-, rph-1) ve NEB

10-beta soylar1 kullanilmistir.

2.2. Metod

2.2.1. Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Bu c¢alismada kompetent hiicre hazirlama kiiciik degisikliklerle Sambrook ve
Russell’a [184] gore yapilmistir. Serbest DNA’y1 icine alabilen bakterilere kompetant
bakteri ad1 verilir. Baz1 bakteriler normal biiyiime kosullarinda olduk¢a kompetanttirlar;
fakat bazilarinin kompetant 6zellik kazanmasi i¢in kimyasal veya fiziksel yontemlerle

muamele edilmeleri gerekir.
Deney oncesi yapilmasi gereken hazirliklar;

e 150 ml NaCl’siz LB besiyeri
e % 10’luk steril gliserol ¢ozeltisi
e Steril edilmis distile su

e [ gece Once ekimi yapilmig bakteri siv1 kiiltiirii

Kompetent hiicre hazirlamak i¢in 6ncelikle konak olarak kullanilacak susun ekimi
yapilmalidir. Ekim islemi oOncelikle kati besi yerine 0ze ile ¢izim yapilarak
gerceklestirilmistir. Daha sonra 16 saat 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir.
Kat1 besiyerine (LB Agar) ekimi yapilan konagin inkiibasyondan sonra 5 ml LB Broth

besiyerine steril kiirdan yardimiyla koloni secilerek sivi ekimi yapilmistir. Sivi
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besiyerine ekimi yapilan konak; 16 saat, 37 °C’de ve 225 rpm’de inkiibasyona
birakilmigtir. 16 saatlik inkiibasyonu yapilmis siv1 kiiltiirden 500 pl alinarak steril 250
ml’lik erlene alinan 100 ml’lik NaCl’siz LB ortamina inokiile edilmistir. Ardindan 100
ml’lik NaCl’siz LB ve 500 pl’lik kiiltiir karistmi 50/50 ml olarak ayrilarak 250°’lik steril
erlenlere boliinmiistiir. ODggo degeri 0.3-0.4 arasinda bir deger elde edilene kadar 37 °C
ve 225 rpm’de calkalamali inkiibatorde bekletilmistir. Istenilen degere ulasildiktan
sonra erlenlerdeki 50 ml’lik kiiltiirleri steril falkonlara birakilip buz igerisinde 20 dakika
bekletilmistir. Bundan sonraki agsamalar buz iizerinde gerceklestirilmistir. Bekleme
stiresi sonrasinda falkonlar 0 °C-4000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilmigtir.
Stipernatant kism1 dokiildiikten sonra kalan pelet, 1ml dH,O ile ¢ozdiiriiliip lizerine 39
ml dH,O eklenmistir. Tekrardan belirtilen sartlarda santrifiij yapilmistir. Stipernatant
dokiiliip pelet ¢cozdiiriildiikten sonra toplamda 20 ml dH,O eklenmistir. Santrifiij islemi
tekrarlanmistir. Stipernatant kismi dokiiliip pelet ¢ozdiiriildiikten sonra iizerine toplamda
10 ml steril % 10’luk gliserol eklenmistir. Santrifiij islemi yapilip siipernatant
dokiilmiistiir ve pelet icerisine 300 pl % 10’luk gliserol eklenmistir. Pelet ¢ozdiiriiliikten
sonra, 100’er pul olacak sekilde ependorflara paylastirilmistir. Hazirlanan kompetent

hiicreler -80 °C’de saklanmustir.

2.2.2. Transformasyon

Transformasyon, ekzojen DNA’nin hiicre tarafindan iceri alinmasi ve genoma
entegre edilmesi olayidir. Transformasyon sonucunda alinan DNA ile birlikte hiicrenin
fenotipi de degisir. Izole edilmis DNA’nim hiicreye aktarilmas1 molekiiler genetik ve

rekombinant DNA calismalarinda ¢ok biiylik 6nem tasir.

Transformasyon islemleri i¢in; steril cam tip, 930 ul SOC besiyeri, 100 pl
kompetent hiicre ve plazmid DNA veya Gibson Assembly triinii gereklidir. Calismaya
baslamadan 6nce SOC besiyeri ve steril cam tiip 37 °Cde 10 dakika bekletilmistir.
Diger yandan buz igerisine elektroporatdr kiivet, DNA ve kompetent hiicre alinmigtir.
SOC besiyeri 930 ul mikropipetle ¢ekilerek elektrosok sonrasinda hemen eklenmesi i¢in
bekletilmistir. Plazmid DNA’s1 veya Gibson Assembly {iriinii, kompetent hiicreye
eklenerek karistirilmistir. Ardindan elektroporator kiivetine aktarilip 1.8 kV sartinda
elektroporatore alimip gilic uygulanmistir. SOC besiyeri hemen sok uygulanan kiivete

koyulmustur. Ters-diiz edilerek karistirilmistir. Mikropipet yardimiyla transformasyon
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tiriini cam tiipe alinmistir. Daha sonra 37 °Cde 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu
islem sirasinda antibiyotikli kat1 besiyeri petrilere dokiilmiistiir. inkiibasyondan sonra
100 pl alimip petriye drigalski yardimiyla ekimi yapilmistir. Kalan iiriin 1.5 ml’lik bir
ependorfa almip 5000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Pelete dokunmadan
stipernatant ile birlikte 100 pl icinde birakilmistir. Pelet mikropipet yardimiyla
cozdiiriildiikten sonra petriye drigalskiyle ekimi yapilmistir. Petriler 37 °C’de 16 saat
tinkiibasyona birakilmistir. Petrilerde olusan kolonilerden seg¢ilip ve kiirdan yardimiyla
5 ml’lik antibiyotikli besiyerine koyulmustur. 37 °Cde 16 saat inkiibasyona
birakilmistir. Kesim reaksiyonu ile dogrulama yapildiktan sonra kiiltiirlerden stok

alinmistir.

2.2.3. Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid DNA izolasyonu islemi Qiagen miniprep kit protokolii kullanilarak
yapilmustir. izolasyon protokolii uygulanmadan &nce plazmid DNA’s1 sivi besiyerine
ekimi ve 37 °Cde 16 saat inkiibasyonu yapilmistir. Sirasiyla asagidaki islemler

yapilmistir.

e Sivi kiiltiirden 1300-1400 pl alinip 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine koyulur ve
9000 rpm’de 3 dakika santriflij yapilmistir. Pelet yogunlugunu arttirmak igin bu
islem tekrarlanmustir.

e 250 ul Buffer P1 eklenerek pelet ¢ozdiiriilmiistiir. Coziinen pelet igerisine 250 pl
Buffer P2 eklenmistir. Ters-diiz edilerek karigmasi saglanmistir.

e 350 pl Buffer N3 eklenip ve ters-diiz edilerek karigtirilmistir. 13 000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Qiagen spin kolonlar stantlara yerlestirilip pellete
dokunmadan siipernatant kismi alinip kolonlara aktarilmigtir. Tekrar santrifiij
edilmistir.

e 500 pl Buffer PB eklenip tekrar santrifiij edilmistir.

e 750 pl Buffer PE eklenip tekrar santrifiij yapilmistir. Her santrifiijden sonra
kolonun altindaki sivi dokiilmiistiir. Bir defa da bos santrifiij yapilip kolonda
kalan buffer ¢oktiirtilmiistiir.

e Kolon 1.5 mI’lik bir mikrosantrifiij tiipiine alinmistir ve 50 ul DNase-RNase free
su eklenmistir. Santrifiij yapilmistir. izole edilen plazmid DNA’s1 -20 °Cye

alinip saklanmistir.

43



2.2.4. RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Qiagen plant RNA izolasyon kit protokolii kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ekimi yapilan safran bitkisinden RNA izolasyonu yapilmstir.

Islemler sirasiyla asagida verildigi gibi gerceklestirilmistir.

e 100 mg safran bitkisi s1v1 nitrojene alinip havanda 6giitiilmiistiir. Ezilen safran
stigmasi s1v1 nitrojende sogutulmus bir tiipe alinip nitrojen buharlasincaya kadar
bekletilmistir. Bu asamada bitkinin ¢6ziinmesine izin verilmemelidir.

e Tiip icerisine 450 pl Tampon RLT eklenip vortekslenmistir (Baglamadan 6nce
protokolde verilen 6nerilere gére f-ME, Buffer RLT igerisine eklenmistir).

e Lizat 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmis spin kolon igerisine aktarilmistir ve
2 dakika tam hizda santrifiij yapilmistir. Pelete dokunmadan siipernatant kismi
yeni bir mikrosantrifiij tlipine alinmistir.

e Siipernatant igerisine 200 pl etanol (% 96-100) ilave edilmistir ve pipetleme
yapilarak kanistirilmistir. Olusan ¢ozelti tekrardan 2 ml’lik bir spin kolona
aktartlmistir. 10000 rpm’de 15 s santrifiij edilip alttaki s1vi dokiilmiistiir.

e RNeasy spin kolona 700 pl RW1 eklenip tekrar santrifiij edilmistir. Alttaki
coken s1v1 her defasinda atilmigtir. Daha sonra 500 pl Buffer RPE eklenip 10000
rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Bir defa da igerindeki soliisyon
kalintilarindan ayirabilmek i¢in bos santrifiij yapilmigtir.

e Spin kolon 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tlipline yerlestirilmistir. Kolona 50 pl
DNase-RNase free su eklenip 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Dipte
¢oken izole RNA nanodrop cihazinda 6l¢timii yapildiktan sonra alikotlar halinde

-20 °Cde saklanmustir.

2.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Reaksiyonlari

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), tipik olarak heterojen bir DNA dizisi
popiilasyonu i¢inde, tanimlanmis hedef DNA dizilerini ¢ogaltmak i¢in uygulanan hizlh
bir yontemdir. Rutin bir PCR ¢alismasi, standart kosullar ve reaktifler kullanilarak ~%
40-60 arasinda bir GC igerigine sahip tipik olarak < 5 kb olan tek bir DNA hedefinin
amplifikasyonunu ifade eder. PCR, molekiiler biyoloji ¢alismalarinda is akisinin ana

bilesenidir ve genellikle hizli, saglam ve tekrar iiretilebilir.
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Her PCR deneyi, sablon DNA, primerlerin, niikleotitlerin ve DNA polimerazin
varligimi gerektirir. DNA polimeraz, PCR iriinliinii olusturmak igin ayr1 ayri
niikleotitleri birbirine baglayan anahtar enzimdir. Niikleotitler, DNA'da bulunan dort
bazi (adenin, timin, sitozin ve guanin (A, T, C, G)) icerir. Bunlar, elde edilen PCR
tirtiniinii olusturmak i¢cin DNA polimeraz tarafindan kullanilan yap: taslar1 olarak islev
goriir. Reaksiyondaki primerler, amplifiye edilecek tam DNA iiriiniinii belirtir.
Primerler, saptanacak ve c¢ogaltilacak olan hedef DNA’ya tamamlayici olarak
tanimlanmis bir sekansa sahip kisa DNA fragmanlaridir. Bunlar, DNA polimerazin
fragmanlar lizerine niikleotidlerin eklenebilmesi i¢in bir uzama noktast gorevi goriir

[185].

PCR, basit bir {i¢ asamal1 ¢evrim prosesinde, spesifik bir DNA veya RNA sekansinin
bir milyondan fazla kopyasini1 kolayca iiretebilir. Ilk adim, tamamlayic1 seritleri ayirmak
icin ¢ift sarmalli DNA'nin denatiirasyonunu igerir ve ikinci adim, primerlerin ayrigmis
DNA sarmallarma baglanmasi i¢in izin verir. Ugiinciisii, primerler, termostabil bir DNA
polimerazi tarafindan katalizlenen bir uzatma reaksiyonuna katilir ve daha sonra dongii
tekrarlanir. PCR reaksiyonu, ¢cogaltilacak hedef dizinin bir soluna (5”) ve bir sagina (3°)
sahip DNA'min karsit ipliklerine tamamlayici ve hibridize olan iki primer kullanir.
Sablon bir RNA dizisi ise, bir DNA kopyasi (cDNA), PCR baslatilmadan 6nce ilk
olarak bir ters transkriptaz kullanilarak sentezlenmelidir. DNA kopyalar1 veya
'amplikonlar' tipik olarak, yaklasik 30 saniye ila 5 dakikalik bir devirden birka¢ saat
sonra tretilir, burada enzimatik uzama 6nceki dongiideki DNA miktarini teorik olarak
ikiye katlar. Her ne kadar farkli DNA polimerazlar1 PCR uygulamalarinda kullanilmis
olsada, en uygun olanmi1 termostabil polimerazdir. Taq" Thermits aqualicus'tan izole
edilmistir. Taq polimeraz, DNA'y1 denatiire etmek i¢in gereken yiiksek sicakliklara
dayanabilir ve simdi cesitli ticari kaynaklardan temin edilebilen programlanabilir termal
dongiileyicileri kullanarak teknigin istege bagli otomasyonuna izin vermistir [186].
Diger DNA polimerazlarinda oldugu gibi, Taq polimeraz, yalnizca bir primer
verildiginde, DNA sentezi i¢in bir baglangi¢ noktasi saglayan kisa bir niikleotit sekansi
olan DNA'y1 yapabilir. Bir PCR reaksiyonunun sonuglar1 genellikle jel elektroforezi

kullanilarak gorsellestirilir.

Thermocycler, hem reaksiyon sicakligi hem de her bir sicaklik asamasinin siiresi

tizerinde siki kontrol saglayarak, verimli amplifikasyon saglar. Tipik bir PCR sirasinda,
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denatlirasyon dongiileri, primerlerin baglanmasi ve uzatilmasi, hedef dizinin {issel
amplifikasyonunu saglamak ic¢in tekrarlanir. Denatiirasyon, ©Ornek DNA’nin
denatiirasyonuna neden olmak, hidrojen baglarin1 ve DNA iplikgilerini bir arada tutan
bazlarin etkilesimlerini bozmak igin tipik olarak 94-98 °C arasinda 1sitmayi igerir. Dna
iplikleri ayrildiktan sonra, primerlerin sablonun tamamlayict bdlgelerine baz gifti
eslemesini saglamak i¢in sicaklik esleme sicakligina diisiirtiliir. Esleme sicakligr (tipik
olarak 48-72 °C arasinda), primerlerin erime sicakligi (Tm) ile ilgilidir ve PCR’de
kullanilan her primer ¢ifti i¢in belirlenmelidir. Uzatma basamag: sirasinda (tipik olarak
68-72 °C), polimeraz, yeni olusan bir DNA ipligini olusturmak i¢in primerlere uzanir.
Bu islem birgok kez tekrarlanir (tipik olarak 25-35 dongii), ve her yeni iplik¢i ayrica
primerlerin bir kalib1 olarak da gorev yapabilecegi icin ilgilenilen bolge katlanarak
biiyiitiiliir. PCR'nin son basamag: genellikle daha uzun, tek bir sicaklik basamagidir
(genellikle 68-72 °C’de 5-10 dak.), kismi kopyalarin tamamlanmasina ve tiim ¢ogaltma
islemleriyle yeni olusan DNA'dan ayrilmasina izin verir. PCR tamamlandiginda,
thermocycler, PCR tiiplerinin cihazdan ¢ikarilabilecegi zamana kadar {iriin biitlinliigiinii

korumak i¢in 4 °C -10 °C’ye ayarlanir.
2.2.6. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile DNA’nin Kesilmesi

Restriksiyon enzimi veya restriksiyon endoniikleazi ¢ift zincirli DNA
molekiillerindeki belli niikleotit dizilerini taniyan ve her iki zinciri birlikte kesen bir
enzim tiirtidiir. Bu 6zel enzimler, bakteri ve arkelerde bulunurlar ve viriislere kars1 bir
savunma mekanizmasina aittirler. RE enzimleri, kisa DNA dizilerini 6zgiil olarak
taniyan ve bu dizilimlere yakin boélgelerden veya bu dizilimler ic¢indeki spesifik
bolgelerden DNA’y1 kesen yapilardir [187]. isimlendirmede dnce enzimin elde edildigi
bakteri cinsinin ilk harfi, daha sonra bakteri tiiriiniin ilk iki harfi ve son olarak da soya
ait bir harf ile ilk izolasyondan baslayarak Romen rakami ile enzimin izolasyon sirasi

belirtilir.

Tek bir enzimle yapilan kesim reaksiyonu yukaridaki Tablo 2.5’de verildigi gibidir.

Plazmid kesimi birden fazla enzim ile yapilabilmektedir.

In vitro deneylerde yapilan rutin kesim (digest) reaksiyonu;
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Tablo 2.5. Kesim reaksiyonu bilesimi.

Malzeme Miktar (ul)
DNA X

Buffer 2,5

Enzim 1

Yukarida verilen DNA, buffer ve enzim karisimi PCR tiiplerine koyulduktan sonra
37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilip kesim reaksiyonu gerceklestirilmistir. Daha sonra
kesim {riinii % 1’lik agaroz jel -elektroforeziyle vyiiriitiiliip kesim reaksiyonu

gorsellestirilmistir.

2.2.7. Gibson Assembly Metodu

Gibson Assembly metodu, ¢coklu DNA fragmanlarinin tek bir izotermal reaksiyonda
birlestirilmesine izin veren molekiiler klonlama metodudur. Gibson reaksiyonunun
tamami kiiclik manipiilasyonlarla birkag bilesen gerektirir. Gereken ii¢ enzim aktivitesi

sunlardir: ekzoniikleaz, DNA polimeraz ve DNA ligaz enzimleridir.

e Ekzoniikleaz DNA’y1 5’ ucundan geri okuma yapar, bu durum polimeraz
aktivitesini inhibe etmez ve reaksiyonun tek bir islemde gergeklesmesini saglar.

e DNA polimeraz herhangi bir boslugu doldurmak i¢in gereken niikleotitleri
igerir.

e DNA ligaz kovalent olarak bitisik segmentlerin DNA’sina baglanir, bdylece
DNA'daki herhangi bir ¢entik ¢ikarilir.

Elde edilen {iriin, bir araya getirilen farkli DNA pargalaridir. Dogrusal veya kapali
dairesel molekiiller monte edilebilir [188]. Gibson master mix igerigi Tablo 2.6’da

gosterilmistir.

Tablo 2.6. Gibson Master Mix Bilesimi.

Kimyasal Adlari Calisma Konsantrasyonu
5X ISO Tampon 100 pl

T5 Ekzoniikleaz (10 U/ul) 0.2 ul

Phusion Polymerase (2U/pl) 6.25 ul

Tag Ligaz (40U/ul) 50 pl

dH,0 218.55 pl

Toplam Hacim 375 ul
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Yukaridaki tabloda verilen gibson karigimi 15 pl olarak PCR tiiplerine

paylastirilarak -20 °C’de saklanmistir. Deneysel ¢aligmada yapilan Gibson Assembly

reaksiyonu asagida belirtildigi gibidir.

Reaksiyon baglatilmadan 6nce ¢alisma buz lizerinde gergeklestirilmistir.

15 ul Gibson master mix ve fragmentler buz iizerine alinmistir. Daha sonra
fragmentlerden toplamda 5 pl alinarak Gibson karigimina eklenmistir. Toplamda
20 pl reaksiyon hacmiyle 50 °C‘de 1 saat Thermocycle cihazinda inkiibasyonu
gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda  Gibson {iriinii alinarak kompetent hiicreye
transformasyonu yapilmistir. Antibiyotikli besiyerine ekim yapilmistir. 16 saat
37 °Cde inkiibasyon gergeklestirilmistir. Restriksiyon enzimleriyle Gibson

reaksiyonunun dogrulamasi yapilmistir.

2.2.8. cDNA Sentezi

Tamamlayict DNA, Komplementer DNA veya cDNA, genetikte, ters transkriptaz

enzimiyle katalizlenen bir reaksiyonda sablon olarak kullanilan olgun bir mRNA'dan

sentezlenen DNA pacasina verilen addir. Bitkiden cDNA sentezi Qiagen First Strand

Kit kullanilarak gerceklestirilmistir. Kit protokolii uygulanarak cDNA sentezi

gerceklestirilmistir.

RNA 06rnegi icin genomik DNA eliminasyon mix hazirlanmistir. Karisim bilesenleri

asagidaki Tablo 2.7’de verilmistir.

Tablo 2.7. DNA Eliminasyon Mix Bilesimi.

Bilesen Miktar
RNA 25 ng-5 ng
Buffer GE 2 ul
Rnase free water X

Toplam Hacim 10 pl

Genomik eliminasyon mix 42 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan hemen buz

igerisine alinmistir. Daha sonra Reverse-transkripsiyon mix hazirlanmistir. Reverse

transkripsiyon mix asagidaki Tablo 2.8 de verildigi gibi hazirlanmistir.
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Tablo 2.8. Reverse Transkripsiyon Mix Bilesimi.

Bilesen Miktar
5X Buffer BC3 4 ul
Kontrol P2 Il
Re3 Reverse-Transkriptaz mix 2 ul
Rnase free water 3ul
Toplam Hacim 10 pl

Yukaridaki tabloda verilen karisim 10 pl hacmindeki genomik DNA eliminasyon
karisimina eklenmistir. Pipetaj yapilarak karistirilmistir. Ardindan 42 °C’de 15 dakika
ve 95 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek reaksiyon tamamlanmustir. inkiibasyondan sonra
91 pl Rnase free water eklenmistir ve normal bir PCR protokolii uygulanmasi igin

buzda bekletilmistir. Bu asamada cDNA sentez tiriinii -20 °C’de bekletilebilir.

2.2.9. Agaroz Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi, saflastirilmis niikleik asit ve proteinlerin molekil agirligi,
miktarinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilan molekiiler bir inceleme yontemidir.
Agaroz jel elektroforezi DNA molekiillerinin biiytikliigiine gére ayrimi, tanimlanmasi
ve saflastirilmasi icin kullanilan standart bir yontemdir. DNA’nin jeldeki konumunu

diisiik konsantrasyonlarda floresan veren etidiyum bromdir ile boyamak miimkiindiir.
Agaroz jel elektroforezi i¢in kullanilan bilesenler;

e Jel elektroforez sistemi (elekroforez tanki, jel dokme tepsisi, tarak, giic kaynagi)
e Yiirlitme boyas1 olarak Etidyum Bromiir

e Agaroz

e [IX TAE Tamponu

e Marker

e Gel Loading dye blue

% 1°lik 100 ml agaroz jel hazirlamak icin; 250 ml’lik bir vida kapakli siseye 1 gr
agaroz tartilip siseye eklenir ve ilizerine 100 ml Tris asetat EDTA (TAE) tamponu
eklenmistir. Mikrodalga yardimiyla 1s1 etkisiyle agaroz c¢ozeltisi ¢Ozlinene kadar
bekletilmistir. Daha sonra 50 °Cye kadar sogutulup 2.5 pul Etidyum Bromiir eklenmistir

ve jel kuyucuklarin olugmasi i¢in jel dokme tepsisine dokiilmiistiir. Polimerizasyon i¢in

49



30 dakika bekletilmistir. Ardindan taraklar ¢ikarilarak jel tepsisi, elektroforez tankina
yerlestirilmistir. Tank igerisine jelin {istiinli gegebilecek kadar TAE tamponu eklenerek
iyonik gec¢is ortamin1 ve pH dengesi saglanmaya c¢alisilmistir. DNA 6rneklerine 3 pul gel
loading dye blue boyasi eklenmistir. Marker ve DNA ornekleri ayr1 ayr1 kuyucuklara
yiiklenip gerekli zaman ve voltajda kosturulmustur. Elektroforez sonrasinda DNA

ornekleri jel goriintiileme sisteminde gorsellestirilmistir.

2.2.10. PCR Uriinlerinin Jelden Saflastirilmasi

Agaroz jel elektroforezinin tamamlanmasiin ardindan saflastirilmak istenen DNA
oregi QIAquick Gel Extraction Kit protokolii uygulanarak saflagtirma islemi

tamamlanmuistir.

Agaroz jel tlizerindeki DNA 06rnegi elektriksel giic yardimiyla yiiriitiildiikten sonra
jel, UV transmilator lizerine alinir ve bant goriildiikten sonra steril bir bistiiri yardimiyla

bantin bulundugu boélge bistiiri ile kesilip steril daras1 alinan 2 mI’lik tiipe eklenmistir.

e Kesilen jelin tartim islemi yapildiktan sonra miktarin 3 kati kadar Buffer QG
eklenip 50 °Cde 2-3 dakikada bir vortekslenerek 10 dakika su banyosunda
inkiibasyona tabi tutulmustur ve jelin erimesi saglanmistir.

e Jel eridikten sonra tizerine agirligi kadar izopropanol eklenip ve ters-diiz
yapilarak karigmasi saglanmistir.

e Tiipiin icerisinde bulunan karisim Quick spin kolona aktarilip 13000 rpm’de 1
dakika santrifiij yapilmistir. Bu asama tlipdeki numunenin tamami bitene kadar
ayni kolonda tekrardan eklenerek DNA’nin spin kolonda birikmesi saglanmustir.

e 0.5 ml Buffer QG spin kolona tekrar eklenmistir. Bu adim kalan agarozu
uzaklagtirmak i¢in tavsiye edilmistir.

e 750 ml tampon PE eklenip 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir ve bir
defa daha icerisinde fazladan olan etanolii uzaklastirmak icin santrifiij
yapilmistir.

e Spin kolon altina ¢oken numune her santrifiij isleminden sonra dokiilmiistiir.

e Spin kolon 1.5 mI’lik bir mikrosantrifiij tiipiine alinarak tiipiin merkezinden 50
pul dH,O eklenmistir ve 1 dakika bekletilip tekrar santrifiij yapilmistir.
Saflagtirma islemi gerceklestirilmistir. Saflagtirilan DNA 06rnegi -20 °C’de

saklanmustir.
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2.2.11. Stok Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Laboratuvarda bir sonraki caligmalarda kullanilmak {izere stok kiiltiirlerin
hazirlanmas1 gerekmektedir. Kiiltlirleri bozulmadan saklayabilmek igin steril edilmis ve
saf gliserol kullanilmaktadir. Stok hazirligi i¢in; 700 ul gliserol ve 300 ul sivi bakteri
kiiltiirti alinarak steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarilir ve vorteks yapilarak karigmasi

saglanir. Stok kiiltiirler -80 °C’de uzun siire saklanabilmektedir.

2.2.12. Sentetik Gen Devresinin Plazmid Haritasimin Tasarlanmasi

Plazmid haritalarinin tasarlanmasi i¢in Vector NTI programi kullanilmistir.
ppVCO00154 plazmidi tasarimda kaynak olarak kullanilarak pVC-CCD2, pVC-UGT ve
pVC-CCD-UGT plazmidleri tasarlanmistir. CCD2, UGT ve ALDH genleri i¢in pTHIO-
CCD2, pTHIO-UGT74AD1 ve pTHIO-ALDH3I1 plazmidleri esas alinarak tasarimlari
yapilmuistir.

2.2.13. Primer Tasarimi

Calismada kullanilan primerler Sentegen A.S’den ticari olarak sentezletilmistir.
Dizilerin tasarim1 Vector NTI programi yardimiyla tasarlanmistir. Tasarlanan primerler

asagidaki Tablo 2.9 ve Tablo 2.10’da verilmistir.

Tablo 2.9. Genler ve primer dizileri.

Primer isimleri Niikleotit Dizileri (5°-3°) Primer Primer GC %
Team (0C) orani
MF596166.1-F atggagcagaaagatgtgaa 48 40
MF596166.1-R tcatttgcaacactgatgtatg 49 36
AY262037.1-F atgttgaacggcaacaaatg 48 40
AY262037.1-R ttaaactaaggaaattttggagtc 49 29
KJ541749.1-F atggcaaataaggaggaggca 52 48
KJ541749.1-R tcatgtctctgettggtget 52 50
MF596165.1-F atggccttcgatggagagaaag 55 50
MF596165.1-R tcaagatttggagaagccaaag 51 41
KX790358.1-F atggggttcgctacatctctc 54 52
KX790358.1-R ctatttcttcagaaatttcttaaacc 50 27
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Tablo 2.10. Gibson assembly metodu i¢in tasarlanan primerler.

Primer isimleri

Thioredoxin-F

Niikleotit Dizileri (5’-3’)

ttaaagaggagaaaggtaccctccataccegtttttttgggctag

CCD2-UGT-R tagatcagctaattaagctttcaatggtgatggtgatgatgaccg
pl54-F atcatcaccatcaccattgaaagcttaattagctgatctagacge
pl54-R ccaaaaaaacgggtatggagggtacctttctcetctttaatgaat
UGT-F cattattatcatgacattaaatttgtcctactcaggagagegttc
UGT-R gtactaatcggcttcaacgttatacagttgtcacttgacagetag
pVC-CCD2-F tgtcaagtgacaactgtataacgttgaagccgattagtacaatag
pVC-CCD2-R ctctcctgagtaggacaaatttaatgtcatgataataatggtttcttag
2.2.14. HPLC Analizi

Primer
Team
‘)
68

66

66

66

65

67

65

65

Primer
GC %
orani
44

40

40

40

36

42

38

33

Safran metabolitlerinin ekstraksiyonu BHT ekli aseton ile yapilmistir. PTFE

(politetrafloroetilen) 0.45 pum filtereden numuneler gecirilerek steril edilmistir.

Ardindan HPLC cihazina enjekte edilmistir. HPLC analizi i¢in 20 pl enjeksiyon hacmi

kullanilmistir. 0.8 ml/dk akis hizinda asetonitril ve ultra saf su kullanilarak (% 90-10)

islem gergeklestirilmistir. Safran metabolitlerinin analizi i¢in InertSustain C18 (5 pum,

4.6x150 mm) kolon kullanilmistir. HPLC ¢alisma sartlar1 Tablo 2.11° de gdsterilmistir.

Tablo 2.11. HPLC Calisma Sartlari.

Marka
Model
Dedektor
Mobil Faz
Dedeksiyon
Sicakhik
Akis Hizi

Enjeksiyon Hacmi

2.2.15. HPLC Analizi i¢in Standart Numune Hazirlama

Shimadzu

LC-20AT

SPD-20A, UV-Vis

Asetonitril-Ultra saf su (90:10 v/v)

250 nm, 310 nm, 440 nm

30°C
0.8 ml/dk
20 ul

Safran metabolitlerinin HPLC cihazinda analizi i¢in pikrokrosin, krosin ve safranal

standartlar1 hazirlanmistir. Her bir standart i¢in ara seyreltmeler yapilarak 2, 5, 10 ve 15
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ppm standart hazirlanmigtir. Safranal standarti i¢in % 100 metanol ve krosin standartlari
icin ¢oziicii olarak % 50 ACN ve % 50 deiyonize ultra saf su kullanilmistir. Pikrokrosin
standart1 icin metanol (% 100) kullamilmistir. Krosin stok standart ¢dzeltisi 20 ppm,
safranal stok c¢oOzeltisi 40 ppm ve pikrokrosin stok ¢ozeltisi 100 ppm olarak

hazirlanmistir.

2.2.16. Safran Metabolitleri I¢in Baslangic Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Tasarimi yapilan pVC-CCD-UGT plazmidi i¢in onciil olarak zeaksantin biriktiren
pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidi kullanilmistir. Ekstraksiyon islemine baglamadan once
bu plazmidlerin E. coli MG1655 susu kullanilarak kotransformasyonu yapilmistir.
Kanamisin ve kloramfenikol antibiyotikli besiyerine ekimi yapilmistir. 1 gecelik (16
saat 37 °C) inkiibasyondan sonra koloni se¢ilerek her iki antibiyotiginde bulundugu sivi
besiyerine ekimi yapilmigtir. Baslangi¢ kiiltiirlerin 1 gecelik inkiibasyonundan sonra
ODgp Olgtimii yapilmistir. 50 ml’lik besiyerinde 0.1 kiiltiir olacak sekilde hesaplamalar

yapilarak inkiibasyonlar1 gerceklestirilmistir.

2.2.17. Safran Metabolitleri i¢in Ekstraksiyon Metodu

Safran metabolitleri i¢in uygulanan ekstraksiyon metodu asagida verildigi gibidir.

e Ekimi yapilan siv1 kiiltiirden 1 ml alinip steril bir ependorf tiipe aktarilir.

e Kiiltiir igerisine 100 pl metanol eklenip 5 dk buz {lizerinde inkiibasyonu saglanur.

e Sivi kiiltiire 100 pl Tris-HCI eklenir ve buz lizerinde 10 dakika inkiibasyonu
saglanir.

e Inkiibasyondan sonra kiiltiir 5000 rpm, 5 dk ve 4 °C’de santrifiij edilir.

e Ardindan pelet 400 ul Aseton (BHT eklenmistir) yardimiyla ¢ozdirtilmiistiir. 10
dk buz iizerinde inkiibasyonu saglanmistir. Daha sonra tekrar belirtilen sartlarda
santrifiij edilip slipernatant 0.45 pl c¢apindaki filtreden gegcirilerek viallere
aktarilmigtir. Ektraksiyon {riinii enjeksiyon yapilana kadar -20 °C’de

bekletilmistir.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

Bu calismada safran metabolitlerinin biyosentezi i¢in apokarotenoid yolaktaki
genlerin elde edilmesi ve plazmidlerinin tasarimi yapilmistir. Safran apokarotenoid
yolakta bulunan CCD2 ve UGT genleri icin plazmidler insa edilerek safran
metabolitlerinin biyosentez asamalart HPLC cihazi yardimiyla incelenmistir. CCD2,
UGT genleri i¢in pVC-CCD2, pVC-UGT, pVC-CCD-UGT plazmidleri insa edilmistir.
Tasarimlarda ppVC00154 plazmidi gen kaynagi olarak kullanilmistir. Ayrica B-GS
geni i¢in bitki kaynak olarak kullanilip cDNA sentezi gerceklestirilmistir ve ayrica
bitkinin ekimi yapilarak gelisim asamalar1 takip edilmistir. Calismada onciil olarak
zeaksantin biriktiren pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidi kullamlmistir. insa edilen
plazmidler i¢in E. coli MG1655 ve E. coli NEB 10-beta soylar1 kullanilarak
elektroporasyon ile aktarimi yapilmistir. Safran metabolit liretiminin incelenebilmesi
icin suslarin baslangi¢ kiiltlirleri ODgoy degerleri 0.1°den baslatilarak kiiltiirler 37 °CG
225 rpm ve 96 saat inkiibasyona birakilmistir. Analizler HPLC sistemi kullanilarak

yapilmistir. Ekstraksiyon aseton kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.1. pTHIO-CCD2, pTHIO-UGT74AD1 ve pTHIO-ALDH3I1 Plazmidlerinin PCR

ile Dogrulanmasi

pTHIO-CCD2, pTHIO-UGT74AD1 ve pTHIO-ALDH3I1 plazmidleri MTA
yoluyla temin edilmistir [183]. Plazmid haritalar1 Sekil 3.1°de gosterilmistir. Bu
plazmidlerin beklenen biiyiikliiklerinin belirlenebilmesi i¢in Tablo 2.9’da primerler ile
dogrulama yapilmistir. Beklenen biiyiikliikler 1689, 1574, 1368 bp uzunlugundaki
fragmentlerdir. Dogrulama islemi agaroz jel elektroforezi ugulanarak jel goriintiileme

sistemi yardimiyla Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. pTHIO-CCD2, pTHIO-UGT74AD1 ve pTHIO-ALDH3I1 plazmidlerinin haritalari.

Yukaridaki Sekil 3.1°de verilen plazmid haritalar1 pVC-CCD2, pVC-UGT ve pVC-

CCD-UGT plazmid tasarimlar1 yapilirken faydalanilmistir.

Tablo 3.1. pTHIO-CCD2, pTHIO-UGT74AD1 ve pTHIO-ALDH3Il plazmidinin dogrulamasi igin

kullanilacak fragmentlerin elde edilmesi i¢in PCR sartlari.

1. Plazmid 2. Plazmid 3. Plazmid
PCR Bilesenleri | Miktar (pl) gg::enleri 1(\:;;( tar gg::enleri Miktar (ul)
dH20 33.3 dH20 33 dH20 33.3
5SXHF Buffer 10 5SXHF Buffer 10 5XHF Buffer 10
dNTPs 1 dNTPs 1 dNTPs 1
KJ541749.1-F 2.5 MF596166.1-F | 2.5 MF596165.1-F | 2.5
KJ541749.1-R 2.5 MF596166.1-R | 2.5 MF596165.1-R | 2.5
pTHIO- pTHIO-

pTHIO-CCD2 0,2 UGT74ADI1 0.5 ALDH3I1 0.2
Phusion DNA Phusion DNA Phusion DNA

. 0.5 . 0.5 . 0.5
Polimeraz Polimeraz Polimeraz
TOPLAM 50 TOPLAM 50 TOPLAM 50
PCR Sartlan PCR Sartlari PCR Sartlari
98 °C’de 30 sn 1 Dongii 98°C’de 30 sn 1 Déngii 98°C’de 30 sn 1 Dongii
98 °C’de 10 sn 98°C’de 10 sn 98°C’de 10 sn
48 °C’de 20 sn 35 Dongii 45°C’de 20 sn 35 Dongli | 51°C°de 20 sn 35 Dongii
72 °C’de 45 sn 72°C’de 45 sn 72°C’de 45 sn
72 °C’de 5 dk 1 Dongii 72 °C’de 5 dk 1 Dongii 72 °C’de 5 dk 1 Dongii
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Tablo 3.1°de plazmidlerinin dogrulanmasi i¢in uygulanan PCR reaksiyonu sartlari
verilmigtir. Tabloda verilen plazmidlerinin dogrulanmasinda DNA konsantrasyonu en
fazla 50 ng/ul olacak sekilde hesaplanmistir. Tm sicakligi temin edilen primerlere gore

ayarlanmistir.

Sekil 3.2. pTHIO-CsCCD2 (Cm), pTHIO-CsUGT74ADI1 (Spect), pTHIO-CsALDH3I1 (Amp)
plazmidinin PCR ile dogrulanmasi. Beklenen bant biiyiikliikleri: 1689 bp (1), 1380 bp (2) ve
1449 bp (3). (M: Markar: Hibrigen 1 kb Ladder MG-LDR-1000).

Yukarida verilen Sekil 3.2’de pTHIO-CsCCD2 (Cm), pTHIO-CsUGT74AD1
(Spect), pTHIO-CsALDH3I1 (Amp) plazmidlerinin Tablo 3.1°de verilen PCR
reaksiyonu sartlar1 uygulanarak plazmidlerin beklenen uzunluklar1 kontrol edilmistir.
Markir yardimiyla okuma yapilarak sirasiyla 1689 bp, 1380 bp ve 1449 bp

uzunlugundaki bant goriilerek beklenen biiyiikliikler belirlenmistir.
3.2. pVC-CCD2, pVC-UGT ve pVC-CCD-UGT Plazmidinin insasi

3.2.1. pVC-CCD2 Plazmidinin insa Edilmesi

Safran metabolitlerinin sentezinde zeaksantinin par¢alanmasini saglayan CCD2 geni
icin pVC-CCD2 plazmidi tasarlanmistir. Bu plazmidin tasariminda Vector NTI
programi kullanilmistir. Plazmid tasarimi icin MTA yoluyla elde edilen pTHIO-Danl-
CCD2 plazmidi esas alinmistir ve tasarimda kaynak olarak ppVCO00154 plazmidi
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kullanilmaistir.

verilmigtir.

Calismada kullanilan ppVCO00154 plazmid haritasi

Tablo 3.2. pVC-CCD2 plazmidinin insa edilmesi i¢in fragmentlerin elde edilmesi.

Fragment No Primer Ciftleri PCR icin DNA
kaynag
1 Thioredoxin-F ve CCD2-UGT-R pTHIO-Danl-
CCD2
2 p154-F ve p154-R ppVCO00154

Sekil 3.7°de

Beklenen
bant
biiyiikliigii
2314 bp

2415 bp

Plazmid tasariminda gerekli fragmentler Tablo 3.2°de verilen primerler kullanilarak

elde edilmistir. Calismada yapilan PCR reksiyonu sartlari Tablo 3.3°de verilmistir.

Tablo 3.3. pVC-CCD2 plazmidinin insast i¢in kullanilacak fragmentlerin elde edilmesi i¢in PCR sartlari.

1. Fragment 2. Fragment
PCR Bilesenleri M(i::lt)ar PCR Bilesenleri Miktar (ul)
dH20 33,2 dH20 33,3
5XHF Buffer 10 5XHF Buffer 10
dNTPs 1 dNTPs 1
Forward primer 2.5 Forward primer 2.5
Reverse primer 2.5 Reverse primer 2.5
pTHIO-Dan1-CCD2 0.3 ppVC00154 0.2
Phusion DNA Polimeraz 0.5 Phusion DNA Polimeraz 0.5
TOPLAM 50 TOPLAM 50
PCR Sartlar: PCR Sartlar:

98 °C’de 30 sn 1 Dongii 98°C’de 30 sn 1 Dongii

98 °C’de 10 sn 98°C’de 10 sn

64 °C’de 20 sn 35 Dongii 62°C’de 20 sn 35 Dongii

72 °C’de 45 sn 72°C’de 45 sn

72 °C’de 5 dk 1 Déngii 72 °C’de 5 dk 1 Déngii
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A. B.

Sekil 3.3. (A) pVC-CCD2 plazmidinin elde edilmesi icin CCD2 fragmentinin PCR ile dogrulanmasi.
Beklenen bant biiytikliikleri: 2314 bp (M: Markir: Hibrigen 1 kb Ladder MG-LDR-1000). (B)
pVC-UGT ve pVC-CCD2 plazmidlerinin elde edilmesi i¢in ppVC00154 fragmentinin PCR ile
dogrulanmasi. Beklenen bant biiyiikliikleri: 2415 bp (M: Markir: Hibrigen 1 kb Ladder MG-
LDR-1000).

Tasarim1 yapilan pVC-CCD2 plazmidi insast icin gerekli primerler kullanilarak
(Tablo 2.10) ve PCR uygulanarak agaroz jel elekroforezi iizerinde yiiriitiilmiistiir.

Beklenen uzunluk jel goriintiileme sistemiyle Sekil 3.3°de gosterilmistir.

Tablo 3.4. pVC-CCD2 plazmidinin insast i¢in Gibson Assemly metodu reaksiyon sartlari.

Gibson Bilesenleri Miktar (ul)
Fragment 1 (208.614 ng/ul) 1

Fragment 2 (87.112 ng/ul) 4

Gibson enzim karigimi 15
TOPLAM 20

Gibson Sartlari
50 °C’de 1 saat

Yukarida verilen tabloda elde edilen fragmentler kullanilarak pVC-CCD2 plazmidini
elde etmek icin Gibson Assembly reaksiyonu kurulmustur ve pVC-CCD2 plazmidi insa

edilmistir. Plazmid haritas1 Sekil 3.4’ de gosterilmistir.
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Sekil 3.4. pVC-CCD2 plazmid haritasi.

Gibson Assembly reaksiyonu uygulandiktan sonra gibson {iriinii E. coli NEB 10-beta
hiicrelerine transformasyon metodu ile aktarilmistir. Kanamisin antibiyotikli besiyerine
ekimi yapilmistir. Transforme edilen plazmidin petri goriintisii Sekil 3.5’de

gosterilmistir.

Sekil 3.5. pVC-CCD2 plazmidinin transformasyon sonuglari.

Plazmid dogrulamasi, digest (plazmid kesimi) reaksiyonu yapilarak incelenmistir.

pVC-CCD2 plazmidinin dogrulama reaksiyonu ig¢in tasarlanan plazmid haritasina
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bakilarak kesim enzimi belirlenmistir. Plazmid haritast Sekil 3.4’de verilmistir. Kesim
reaksiyonu Sall-HF ve Aatll restriksiyon enzimleri kullanilarak gergeklestirilmistir.
Beklenen biiyiiklikler 2151 ve 2498 bp olarak belirlenmistir ve reaksiyon sonunda
kesim iiriinleri % 1’lik agaroz jel iizerinde yiiriitiilerek beklenen biiytikliikler kontrol

edilmistir.

Sekil 3.6. pVC-CCD2 plazmidinin Sall-HF ve Aatll restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesimi
sonrasi elde edilen bantlar. Beklenen bant biiyiiklikleri: 2151 bp, 2498 bp. (M: Markr:
Hibrigen 1 kb Ladder MG-LDR-1000).

Sekil 3.6’da kesim reaksiyon sonucunda agaroz jel elektroforezi uygulanmis ve jel
gorlintiileme sisteminde beklenen bantlar gosterilmistir. Sekilde segilen 6 koloniden
sadece 2. kuyucukta verilen koloni i¢in pozitif oldugu goriilmiistiir. Pozitif kolonide 3
parga goriilmiistiir. Bunun sebebi kesim enzimlerinin plazmidi kesememesi olarak
yorumlanmistir. Diger beklenen iki parca 2. kolonide goriilmiistiir. Pozitif sonug veren

koloni kiiltiirii stok alinarak -80 °C’de saklanmustir.

3.2.2. pVC-UGT Plazmidinin insa Edilmesi

Safran metabolitlerinin sentezinde pikrokrosin ve krosin sentezini saglayan UGT
geni i¢in pVC-UGT plazmidi tasarlanmistir. Plazmid tasarimi i¢in pTHIO-UGT74AD1
plazmidi esas almmistir ve tasarimda kaynak olarak ppVCO00154 plazmidi
kullanilmistir. Tasarimda kullanilan ppVCO00154 ve pVC-UGT plazmid haritas1 Sekil

3.7°de verilmistir. Plazmid tasariminda gerekli fragmentler Tablo 3.5°de verilen
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primerler kullanilarak elde edilmistir. Calismada yapilan PCR reksiyonu sartlar1 Tablo

3.6’de verilmistir.

J23112
Rmp T4-J61048 |
I3

mKate2
S ¥ Gas

ppvVC00154

1074 by

mB T Terminator

Kan

ColEt
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Ja3119
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- v

K
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VPS aptope
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mB T4 Terminalor
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Sekil 3.7. A) ppVC00154 plazmid haritas1 ve B) pVC-UGT plazmid haritasi.

Tablo 3.5. pVC-UGT plazmidinin inga edilmesi i¢in fragmentlerin elde edilmesi.

Fragment . . . ilt . Beklenen bant
No Primer Ciftleri PCR i¢in DNA kaynagi biiyiikliigii
1 Thioredoxin-F ve CCD2-UGT-R | pTHIO-Danl-UGT74AD1 2005 bp
2 p154-F ve p154-R ppVCO00154 2415 bp

Tablo 3.5’de verilen primerler kullanilarak 2005 ve 2415 bp uzunlugunda

fragmentler elde edilmistir.

Tablo 3.6. pVC-UGT plazmidinin ingasi i¢in kullanilacak fragmentlerin elde edilmesi i¢in PCR sartlari.

1. Fragment 2. Fragment
gggenleri Miktar (ul) | PCR Bilesenleri xl‘;‘tar
dH20 32,9 dH20 33,3
5XHF Buffer 10 5XHF Buffer 10
dNTPs 1 dNTPs 1
Forward primer | 2.5 Forward primer 2.5
Reverse primer 2.5 Reverse primer 2.5
%TGHTI%ES‘}I 0.6 ppVC00154 0.2
Phusion DNA Phusion DNA

. 0.5 . 0.5
Polimeraz Polimeraz
TOPLAM 50 TOPLAM 50
PCR Sartlari PCR Sartlan
98 °C’de 30 sn 1 Dongii 98°C’de30 sn 1 Dongii
98 °C’de 10 sn 98°C’de 10 sn 35
64 °C’de 20 sn 35 Dongii 62 °C’de 20 sn Déngii
72 °C’de 40 sn 72 °C’de 45 sn
72 °C’de 5 dk 1 Déngii 72 °C’de 5 dk 1 Dongii
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Tablo 3.6’da verilen PCR sartlar1 ve primerler kullanilarak 2005 ve 2415 bp
uzunlugunda fragmentler elde edilmistir. PCR dirtinleri % 1°lik agaroz jel {izerinde

yiritilmustir. Fragmentler Sekil 3.8’de gosterilmistir.

Sekil 3.8. pVC-UGT plazmidinin elde edilmesi i¢cin UGT fragmentinin PCR ile dogrulanmasi.
Beklenen bant biiyiikliikleri: 2005 bp (M: Markir: Hibrigen 1 kb Ladder MG-LDR-1000).

2005 bp UGT fragmentinin dogrulanabilmesi i¢in Tablo 3.6’da verilen PCR sartlar1
uygulanmistir. Beklenen biiyiikliikler agaroz jel elektroforezi sonucunda goriilmiistiir.
Jel lizerinde verilen bant steril bir bistiiri yardimiyla kesilerek jel saflastirma protokolii
uygulanmigtir.  Saflagtirma sonrasi konsantrasyon nanodrop cihazi yardimiyla

Olclilmiistiir.

Tablo 3.7. pVC-UGT plazmidinin insasi i¢in Gibson Assemly reaksiyon sartlari.

Gibson Bilegenleri Miktar (pl)
Fragment 1 (224.806 ng/ul) 1.4
Fragment 2 (87.112 ng/ul) 3.6

Gibson enzim karigimi 15
TOPLAM 20

Gibson Sartlar

50 °C’de 1 saat

Gibson assembly metodu Tablo 3.7°de verilen fragmentler ve reaksiyon sartlari
uygulanarak yapilmistir. pVC-UGT plazmidi i¢in 2 fragment birlestirilmeye
calisilmigtir ve reaksiyon sonrasi gibson iirlinii transformasyon yapilarak E. coli NEB

10-beta kompetent hiicreye elektroporasyonu yapilmstir.
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Sekil 3.9. pVC-UGT plazmidinin transformasyon sonuglari.

Yukarida verilen Sekil 3.9°da pVC-UGT plazmidi i¢in yapilan transformasyon
gosterilmistir.  E. coli NEB 10-beta kompetent hiicreye transformasyon
gerceklestirilmistir. Transforme edilen gibson {iriinii i¢in Oncelikle antibiyotikli kati
besiyerine ekim yapilmistir. Sekil 3.9°da verilen kat1 besiyerine ekim sonras1 16 saatlik
inkiibasyona birakilmis petrideki tireyen koloniler gosterilmistir. Bu kolonilerden 4
adet secilerek sivi besiyerine ekimi yapilmistir. Daha sonra kolonilerin sivi
kiiltiiriinden plazmid DNA izolasyonu yapilarak kesim reaksiyonu uygulanmistir. Bu

stirecler insas1 yapilan pVC-UGT plazmidinin dogrulanmasi i¢in gerekmektedir.

Sekil 3.10. pVC-UGT plazmidinin Sacl-HF restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesimi sonrasi elde
edilen bantlar. Beklenen bant biiyiikliikleri: 3173 bp, 1167 bp. (M: Markir: Hibrigen 1 kb
Ladder MG-LDR-1000).
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Kesim reaksiyonu uygulandiktan sonra elde edilen 4 plazmid icin agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek dogrulama agsamasi jel goriitiileme sistemi yardimiyla Sekil
3.10’da verildigi gibi goriintiilenmistir. Jel tizerinde goriitiilenen plazmidlere gore insasi
yapilan plazmid haritas1 dikkate alinarak Sacl-HF enziminin plazmidleri kesmesiyle
beklenen biiyiikliikler 2. ve 4. kolonilerde goriilmiistiir. Bunun sonucu olarak 2. ve 4.
Plazmid ingas1 yapilan pozitif pVC-UGT plazmidi oldugu goriilmiistiir. Bu plazmidlerin

stogu alinarak -80 °C’de saklanmistir.

3.2.3. pVC-CCD-UGT Plazmidinin insa Edilmesi

Plazmid haritalar1 tasarlanan pVC-CCD-UGT plazmidi; Tablo 3.9°da verilen
gerekli fragmentler ve Tablo 3.8’de verilen PCR sartlari ile elde edilmistir. Insa edilen
plazmid safran apokarotenoid metabolitlerinin biyosentezinde kullanilmistir. Analiz
icin Onciill madde olarak zeaksantin iireten pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidi
kullanilmistir. UGT geni icin seker dondrii olarak Udp-glc kullanilarak metabolit

iiretiminde gen aktivitesi arttirilmaya calisilmistir.

Tablo 3.8. pVC-CCD-UGT plazmidinin insasi i¢in kullanilacak fragmentlerin elde edilmesi i¢in PCR

sartlari.
1. Fragment 2. Fragment 3. Fragment

PCR . PCR Miktar | PCR .
Bilesenleri Mikear (ul) Bilesenleri (pn) Bilesenleri Mikear (ul)
dH20 32.5 dH20 32.8 dH20 33.3
5XHF Buffer | 10 5XHF Buffer 10 5XHF Buffer 10
dNTPs 1 dNTPs 1 dNTPs 1
UGT-F 2.5 pVC-CCD2-F | 2.5 pl54-F 2.5
UGT-R 2.5 CCD2-UGT-R | 2.5 pVC-CCD2-R | 2.5
pVC-UGT 1 pVC-CCD2 0.6 ppVC00154 0.2
Phusion DNA Phusion DNA Phusion DNA

. 0.5 . 0.5 . 0.5
Polimeraz Polimeraz Polimeraz
TOPLAM 50 TOPLAM 50 TOPLAM 50
PCR Sartlari PCR Sartlar PCR Sartlar
98 °C’de 30 sn | 1 Dongii 98°C’de 30 sn | 1 Dongii | 98°C’de 30 sn 1 Dongii
98 °C’de 10 sn 98°C’de 10 sn 35 98°C’de 10 sn
63 °C’de 20 sn | 35 Dongii 61°C’de 20 sn Déngil 62°C’de 20 sn | 35 Dongii
72 °C’de 45 sn 72°C’de 45 sn 72°C’de 45 sn
72°C’de 5 dk | 1 Dongii 72°C’de 5dk | 1 Dongii | 72 °C’de 5 dk 1 Dongii

Yukarida verilen PCR sartlar1 uygulanarak gerekli fragmentler elde edilmistir.
Fragmentler PCR iriinlerinin jelden saflasgtirma kiti yardimiyla elde edilmistir.

Konsantrasyonu nanodrop cihazi yardimiyla 6l¢iiliip kaydedilmistir.
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Tablo 3.9. pVC-CCD-UGT plazmidinin insa edilmesi i¢in fragmentlerin elde edilmesi.

Beklenen bant

Fragment Primer Ciftleri PCR icin DNA
biiyiikliigii
No kaynag
1 UGT-F ve UGT-R pVC-UGT 2206 bp
2 pVC-CCD2-F ve CCD2-UGT-R pVC-CCD2 2608 bp
3 p154-F ve pVC-CCD2-R ppVC00154 2095 bp

A.

Sekil 3.11.

B.

A) pVC-CCD-UGT plazmidlerinin elde edilmesi i¢in UGT fragmentinin PCR ile
dogrulanmasi. Beklenen bant biiyiiklikleri: 2206 bp B) pVC-CCD-UGT plazmidlerinin

elde edilmesi i¢in CCD2 fragmentinin PCR ile dogrulanmasi. Beklenen bant biiyiiklikleri:
2608 bp C) pVC-CCD-UGT plazmidlerinin elde edilmesi i¢in ppVC00154 fragmentinin
PCR ile dogrulanmasi. Beklenen bant biiytikliikleri: 2095 bp (M: Markir: Hibrigen 1 kb

Ladder MG-LDR-1000).

Plazmid insasi i¢in gerekli fragmentler, PCR reaksiyonlar1 uygulandiktan sonra Sekil

3.11’de agaroz jel elektroforezi sonucu beklenen biiyiikliikler elde edilmistir. Tablo

3.9°da verilen fragmentler kullanilarak Gibson Assembly metodu uygulanmstir.

50 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra gibson iiriinii E. coli NEB 10-beta

kompetent hiicreye transformasyon yapilmistir. Transformasyonu yapilan plazmid igin

Sekil 3.12°de goriintiilenmistir.
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Sekil 3.12. pVC-CCD-UGT plazmidi i¢in transformasyon sonuglari.

Yukarida verilen Sekil 3.12°de transformasyon sonucu iireyen koloniler
gosterilmistir. Bu kolonilerden belli sayida koloniler segilerek plazmid dogrulama
islemlerinin yapilabilmesi i¢in ilk olarak sivi besiyeri ekimi daha sonra plazmid DNA
izolasyonu yapilmustir. Izolasyon sonucu plazmidlerin dogrulanabilmesi igin ilk olarak
kesim reaksiyonu uygulanmistir ve agaroz jel -elektroforeziyle Sekil 3.13°de

gosterilmistir.

Sekil 3.13. pVC-CCD-UGT plazmidinin Sall-HF restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesimi sonrasi elde
edilen bantlar. Beklenen bant biiytikliikleri: 4412 bp, 2426 bp. (M: Markir: Hibrigen 1 kb
Ladder MG-LDR-1000).

Kesim reaksiyonu sonrast agaroz jel elektroforezinde 1. kolonide goriilen
beklenmeyen bant i¢in ikinci bir dogrulama iglemi olarak PCR dogrulama yapilmistir.

Sekil 3.14’de verilen jel gorintiisiinde iki farkli primer ile CCD2 ve UGT gen
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uzunluklarinin plazmitde bulunup bulunmadigi kontrol edilmistir. Bu islem sonucunda
beklenen dizi uzunluklar1 plazmitde goriilmesiyle 1. kuyucukta verilen plazmidin pozitif

oldugu tespit edilmistir.

Sekil 3.14. pVC-CCD-UGT plazmidinin CCD2 geni i¢in (KJ541749.1, F-R) ve UGT geni i¢in (UGT-F-
R) gerekli primerler kullanilarak PCR dogrulama sonrasi elde edilen bantlar. Beklenen bant

biiyiikliikleri: 1689 bp, 2206 bp. (M: Markir: Hibrigen 1 kb Ladder MG-LDR-1000).

pVC-CCD-UGT plazmidi insa edildikten sonra ikinci bir transformasyon yapilarak
E. coli MG1655 susuna transformasyonu yapilmigtir. HPLC analizine baslanabilmesi
icin reaksiyonun baslangic materyali olan zeaksantinin Onciil olarak verilmesi
gerekmektedir. Bunun icin pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidi ve pVC-CCD-UGT
plazmidinin kotransformasyonu yapilmistir. Her iki plazmid E. coli MG1655 kompetent
hiicreye aktarimi yapilmistir. Bu plazmid ile bakteride endojen oldugu diisiiniilen B-GS,
ALDH ve plazmitde bulunan UGT, CCD2 genleri yoluyla metabolit iiretimleri HPLC

yardimiyla incelenecektir.

3.3. Safran Bitkisinin (Crocus sativus L.) Gelisim Asamalari

Safran bitkisi gelisim agamalarii incelemek i¢in ekimi yapilan soganlar Eskisehir
Gegit Kusagr Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin edilmistir. Ekim islemi saksida
yapilmigtir. 5 giin arayla sulama islemi yapilmistir. Sekil 3.15°de safran bitkisinin

gelisim asamalar1 gosterilmistir. Safran bitkisinin gelistigi mevsim olan Ekim-Aralik
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aylarinda ekimi yapilmistir. Yaklasik 15 sogandan sadece 2 tanesinde ¢igek gelisimi
gbzlenmistir. Bu ¢iceklerin stigma ve yapraklart RNA izolasyonu ve dolayisiyla cDNA

sentezinde kullanilmak iizere siv1 nitrojende dondurularak -80 °C de saklanmistir.

Sekil 3.15. Safran bitkisinin gelisim agamalart.

3.4. HPLC Analizi

Zeaksantin biriktiren pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidi (Cm25) ve pVC-CCD-UGT
plazmidinin (Kan30) kotransformasyonu yapilmistir. HPLC analizi Oncesinde
baslangi¢c kiiltiirii ODgpp degeri 0.1°den baslatilarak 24 saatte bir aseton ile
ekstraksiyonu yapilmistir.  Pikrokrosin, krosin ve safranal standarti farkli
konsantrasyonlarda HPLC cihazinda analiz edilmistir. Pikrokrosin standartinin HPLC

kromatogrami Sekil 3.16’da verilmistir.
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Sekil 3.16. Pikrokrosin standartt HPLC kromatograma.

Sekil 3.16’da verilen pikrokrosin i¢in HPLC kromatograminda standart RT 8.467
olarak belirlenmistir. Standart konsantrasyonlar1 5, 10, 20, 100 ppm olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.17. Plazmid i¢gin ekstraksiyon sonrast HPLC kromatogrami.
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Ekstraksiyon sonrasi metabolitlerin HPLC

kromatogrami Sekil 3.17” de verilmistir.

Ekstraksiyonlar 96. saat olmak 24 saatte bir tekrarlanmistir. Kromatogramda goriildigi

gibi pikrokrosin metaboliti i¢in belirgin bir pik gézlenmemistir. Fakat daha yakindan

bakildiginda kiiciikde olsa bir pik gézlenmektedir. Bu durum pikrokrosin metabolitinin

oldukca az da olsa bir sentezinin gergeklestirildiginin gostergesidir.
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Sekil 3.19. Safranal standart1 i¢in HPLC kromatogrami.
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Safranal standartlar1 icin belirlenen konsantrasyonlarda HPLC kromatogrami
verilmigtir. Sekil 3.18 ve 3.19’da verildigi gibi 5 ppm ve 10 ppm konsantrasyonlarinda
safranal standarti hazirlanmistir ve cihazda analiz edilmistir. Ayni sekilde krosin ile

metabolit ekstraksiyonlar1 karsilastirilarak sentez incelenmistir.
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Sekil 3.20. Safranal ve krosin i¢in ekstraksiyon drnekleri ile verilen HPLC kromatogramiu.
Safranal ve krosin i¢in Sekil 3.20°de verilen kromatogramda belirgin bir

mevcudiyet gozlenmemistir. Safranal ve krosin biyosentezi hiicrede gerceklesmedigi

HPLC analizine dayanarak gosterilmektedir.
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4. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada ilk olarak safran apokarotenoid genleri olan CCD2, UGT ve ALDH
genleri temin edilmistir.  f-GS geninin endojen olarak E. coli bakterisinde
bulunmamast durumunda safran bitkisi yetistirilerek bitkiden elde edilmeye
calisilmistir ve ayn1 zamanda safran bitkisinin gelisim asamalar1 incelenmistir. Bu gen
calismanin ileri asamalarinda kullanilmak {izere saklanmistir. Safran bitkisinin gelisim
asamalarini incelemek ve cDNA sentezi yapmak i¢in soganlar temin edilmis ve ekimi
saksida yapilmstir.

Safran apokarotenoid biyosentezinin E. coli bakterisinde gergeklesebilmesi icin
pVC-CCD, pVC-UGT ve pVC-CCD-UGT plazmidlerinin tasarimi yapilmigtir.
Plazmid tasarimlar1 kesim reaksiyonlariyla kontrol edilmistir.

Tasarimi yapilan pVC-CCD-UGT plazmidi i¢in Onciil olarak pAC-EHER-
EBIlidiYZ plazmidi kullanilmistir ve E. coli MG1655 susuna kotransformasyonu
yaptlmistir. HPLC asamasina ge¢meden once Udp-glc verilerek UGT aktivitesi
arttirtlmaya c¢alisgilmigtir. HPLC cihazinda ekstraksiyonu yapilan 6rneklerin analizi
yapilmistir.

Metabolitlerin ekstraksiyonu icin aseton kullanilmistir. Standartlarin ¢oziiciisii
olarak farkli ¢oziiciiler kullanilmistir. Pikrokrosin metanolde ¢ozdiiriilmiis ve nitrojen
yardimiyla ucurulmustur. Safranal ve krosin i¢in asetonitril-su (% 50-50)
kullanilmistir. Belirli konsantrasyonlarda stok standartlar hazirlanmistir. HPLC
sisteminde standartlar verilerek pikler belirlenmistir.

Yapilan analiz sonucunda Udp-glc materyalinin UGT aktivesi i¢in gerekli oldugu
goriilmustiir. Pikrokrosin ara metebolit oldugu i¢in tamami tiiketilerek reaksiyon
sonucu doniislimden dolay1 krosin ve safranal ortamda belirlenememistir. B-GS ve
ALDH geninin E. coli’de endojen olarak aktivitesiyle ilgili herhangi bir bulguya
rastlanmamistir. Bu nedenle analiz sonucunda safranal ve krosin igin HPLC analizinde
pik goriilmemistir. Bu genlerin endojen olarak bulunabilse bile iiretiminin oldukc¢a az
olmasi nedeniyle goriilememesi de diger bir beklenen durumdur.

Metabolitlerin iiretim asamasindaki faktorler optimize edilerek iiretimin daha iyi bir

sekilde gerceklestirilebilecegi diistiniilmektedir.



Calismada ingas1 yapilmayan diger genlerin plazmid tasarimi yapilarak ve yolak
genlerinin birarada bulundugu nihai plazmid elde edilerek krosin, pikrokrosin ve
safranal metebolitlerin incelenebilmesi g¢alismanin ileri diizeyde yapilabilmesi ve

metabolit liretiminin arttirilmasi i¢in diisiiniilebilir.
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