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OZET

Karotenler bazi bakteriler, algler ve bitkilerin yapisinda bulunan, pigment olarak adlandirilan
organik yapili maddelerdir. Karotenlerin bitkiler i¢in fotosentezde rol almasinin yani sira diger
canlilarda da gorme, kemik gelisimi, deride renk olusumu gibi gérevleri bulunmaktadir. Son
yillarda yapilan bazi arastirmalar ise karotenlerin antioksidan, antitiimér ve antienflamatuar
etkilerinin de bulundugunu ortaya koymustur. Canlilar i¢in bu kadar 6éneme sahip karotenler
gliniimiizde yalmzca bazi kimyasal yollarla veya ana organizmadan masrafli ve zor metodlarla
elde edilebilmektedir. Giiniimiizde metabolik miihendislik ¢aligmalartyla canlilar i¢in 6nemli olan
birgok madde model organizmalar tarafindan {iretilebilmektedir. S.cerevisiae mayasinda beta
karoten ve likopen tiretimi de son yillarin gézde metabolik miihendislik ¢alismalarindan biridir.
Bu konuyla ilgili yapilan 6nceki ¢alismalarda normal kosullarda beta karoten ve likopen tiretimi
yapamayan S.cerevisiae mayasina bitkilerde karoten iiretimini saglayan genler aktarilarak bu
genlerin ekmek mayasinda ifadesi saglanmig ve az miktarlarda beta karoten ve likopen tiretimi
yapilabilmistir. Bu arastirmada S.cerevisiae mayasinda kolay ve ekonomik yollarla iiretilen beta
karoten ve likopen iiretiminin UV mutajenez yontemiyle artirilmasi amaglandi. Bu yontem AB
tarafindan kabul edilmis bir yontemdir ve GDO kapsamina girmemektedir. Farkli siirelerde UV’ye
maruz birakilan maya hiicreleri farkli renklerde ¢ok sayida koloniler iiretti. Fenotipik tarama
sonucunda elde ettigimiz bu koloniler icerisinden koyu renkli ve saglikl olanlar se¢ildi. Bu se¢ilen
koloniler siv1 besi yerinde biiyiitiilerek 3 giin boyunca OD 6l¢limii yapildi ve biiylime egrileri
olusturuldu. Bu suslardan karoten ekstraksiyonu yapilarak total karoten miktarlari, HPLC
yontemiyle sustaki spesifik karoten miktarlar1 tayin edildi. 100 pj/2 sn 6-6 susunda 725,6764
mg/ml beta karoten, yine ayni susta 68 mg/ml likopen ve 100 pj/2 sn 6-5 susunda 7 pg/g total
karoten tiretimi gézlenmistir. Ancak tiim suslar deney ve kontrol grubu olarak Wilcoxon testiyle
analiz edilmis ve deney grubunda anlamli bir fark gézlenmemistir.

Bilim Kodu : 1055.1

Anahtar Kelimeler : Beta karoten, likopen, S.cerevisiae, UV mutajenez, maya
Sayfa Adedi 123
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INCREASING AMOUNT OF BETA CAROTENE AND LYCOPENE IN S.cerevisiae BY
UV MUTAGENESIS
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Kiibra ASLAN

GAZI UNIVERSITY
INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES
January 2018

ABSTRACT

Carotenoids are organic matters named pigments inside some bacteria, algae and plants.
Carotenoids play a great role in photosynthes for plants besides participate in seeing,
developing bone, colouring in skin for other organisms. Recent studies reveal antitumor,
antiinflamatuar, antioxidane effects of carotenoids. Important for all organisms carotenoids
can get only by some chemical ways or hard and expensive extraction from host organisms.
Nowadays many matters have importance for organisms can produced by model organisms
with metabolic engineering applications. Producing beta carotene and lycopene in
S.cerevisiae is one of the most popular metabolic engineering study in recent years. In
previous studies related this subject transfering genes produced carotenoids from plants to
S.cerevisiae can not produce carotenoids naturally and expressed this genes in yeast and
produced in small quantities beta carotene and lycopene. Purpose of this study is increasing
amount of beta carotene and lycopene produced with easy and economic ways in
S.cerevisiae by UV mutagenesis. This method is approved by AB and is not GDO. Yeast
cells are exposed to UV with different times constitue lots of colonies with different colours.
Dark orange and healthy colonies are choosen among other colonies by fenotipic screening.
These colonies are incubated liquid media also OD measuring are made during three days
and made OD curves. Total carotenoids amount is calculated by made extraction of
carotenoids from these yeast cells and specific carotenoid amount is designated in these
strains by HPLC method. 725,6764 mg/ml beta carotene and 68 mg/ml licopene are
produced by 100 pj/2 sn 6-6 and 7 pg/g total carotenoid is produced by 100 pj/2 sn 6-5.
However all strains are analyzed by Wilcoxon test as control and treatment group and is not
observed remarkable difference between them.

Science Code :1055.1
Key Words : Beta carotene, lycopene, S.cerevisiae, UV mutagenesis, Yeast
Page Number 123
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1. GIRIS

Karotenoidler, asirlardan beri insanlarin ve hayvanlarin beslenmesinde 6nemli bir yer
tutmaktadir. Baz1 bakteriler, algler ve mantarlar tarafindan sentezlenen karotenler organik
yapili pigmentlerdir. Klorofil, ksantofil gibi bitkiler i¢in fotosentez ve renk olusumunda
gorevli pigment olarak bilinen karotenoidlerin yani sira beta karoten, likopen, astaksantin
zeaksantin gibi pek cok karotenoid de dogada mevcuttur. Giinlimiizde gida ve kozmetik
endiistrisinde tat ve renk verici olarak kullanilmasi basta olmak iizere karotenler pek ¢ok
endiistri kolunda aranan maddeler arasindadir. Insan sagh@i acisindan karotenler A
vitamininin 6nciil maddesi olmasi, deride renk olusumu, kemik gelisimi, gorme gibi pek ¢cok
fonksiyonu yerine getirebilmektedir. Kanser basta olmak iizere, baz1 koroner hastaliklara
kars1 koruyucu etkisi tespit edilen karotenlerle ilgili yapilan ¢alismalarda son yillarda bir
artis gézlenmektedir [1]. Bu karotenler igerisinde giiglii antioksidan etkileri sayesinde beta

karoten, likopen ve astaksantin dikkat ¢gekmektedir [2].

Dogada karotenler gibi yliksek degere sahip pek cok metabolit ana organizmadan diisiik
miktarlarda elde edilebilmektedir. Biyosentez yolaklarmmin kesfedilmesi ve metabolik
miihendislik alanindaki gelismeler bu degerli iiriinlerin model organizmalardan elde
edilebilecegini gostermistir [3]. Bu model organizmalar igerisinde S.cerevisiae diger model
organizmalara gore pek cok avantaja sahiptir. Ekmek mayasinin genetik olarak kolay
islenebilmesi, mutant suslarin olusturulmasinin, izolasyonunun ve analizin yapilmasinin
gorece kolay olmasi, birgok geninin delesyonunun yapilarak genetik yapisinin biiyiik bir
kisminin ¢6ziilmiis olmasi, kimyasal besiyerlerinde, fermentérde biiyiitiilmesinin kolay
olmasi ve bir¢ok endiistriyel {irliniin eldesinde basarili sonuglar vermesi S.cerevisiae’yi bu
caligmalar i¢in uygun bir organizma haline getirmistir [4]. S.cerevisiae dogal kosullarda
karoten sentezleyemez. Ancak B-karoten ve likopen sentezinde yapitasi olarak kullanilan
geranil geraniol piro fosfat (GGPP) maddesinin sentezini gergeklestirir. Bu madde
S.cerevisiae’de hiicre duvarini giiglendirmek i¢in kullandig1 ergosteroliin yapisina katilan bir
maddedir ve ekmek mayasinda bulunan mevalonat yolaginda sentezlenmektedir. Mevalonat
yolagi ekmek mayasimin sterol, ubikinon ve dolikol sentezledigi hayati derecede Gneme
sahip bir yolaktir [5]. Mevalonat yolagi kullanilarak B-karoten ve likopen sentezine dair
caligmalarda kirmizi maya X. dendrorhous’dan alinan karoten genleri S.cerevisiae’de ifade
edilerek yiiksek miktarlarda -karoten iiretimi saglanmistir [6]. Sonrasinda yapilan genetik

modifikasyonlar ve gen delesyonlari ile iiretilen B-karoten miktari artirilabilmistir [7].



Bu c¢alismada UV mutajenez yontemi kullanilarak mevalonat yolagi gliclendirilmis
S.cerevisiae mayasinda iiretilen B-karoten ve likopen miktarinin artirilmasi amaglanmistir.
UV mutajenez UV 1s181na maruz birakarak maya genomunda rastgele mutasyonlara sebep
olan bir yontemdir. Bu yontem AB tarafindan kabul goérmektedir ve GDO olarak
degerlendirilmemektedir. Farkli siirelerde UV’ye maruz birakilan sus farkli renklerde ve
biiyiikliiklerde koloniler olusturmustur. Fenotipik tarama yapilarak bu koloniler icerisinden
en saglikli ve koyu turuncu renkli olanlar secilerek, birka¢ kere tek koloni ekimi yapilmistir.
Tek koloni ekimi sonucunda renkleri ve saglik durumu stabil olan suslar sivi besiyerinde

biiyiitiilerek OD 6l¢timii yapilmustir.

Karoten ekstraksiyonunun ardindan total karoten ve HPLC yontemiyle spesifik karoten
miktarlar1 tayin edildi. Yapilan ¢aligmalar sonucunda B-karoten ve likopen miktarlarinda
artis gozlenmistir. B-karoten ve likopenin gii¢lii antioksidan etkiye sahip olmalar1 kanser
basta olmak iizere pek c¢ok kronik hastalik, kalp damar hastaliklarinin tedavisinde
kullanilabilir olmas1 -karoten ve likopenin énemini artirmaktadir. Ayrica balik ve tavuk
yemlerinde renklendirici olarak kullanilmaktadir. Ulkemizde bu konuyla ilgili yapilan pek
fazla ¢aligma bulunmamasi ve B-karoten ve likopen iiretiminin hem gida sanayinde hem de
yem sanayinde genis kullanim alanlara sahip olmasi bizi bu ¢alismayr yapmaya sevk

etmistir.

UV mutajenez sonrasinda kullandigimiz susta bir genetik tarama yapilmamasi bu ¢calismanin
temel sinirliligidir. Mutasyonun hangi gende gergeklestigi tespit edilememistir. Bu ¢aligma
temel alinarak yapilacak ¢aligsmalarda genomun sekanslatilmasiyla mutasyonun hangi gende
gerceklestigi belirlenebilir. Ancak uygulanan her ekstra yontem maliyeti artirarak bu
calismanin temel amaci olan kolay ve ekonomik yoldan istenilen iiriiniin elde edilmesi
hedefinden uzaklasilmasina sebep omaktadir. Bu sinirliligin disinda UV mutajenez
sonucunda kolonilerin olusmasinin beklenmesi olusan kolonilerin defalarca tek koloni ekim
yapilarak secilmesi ve s1vi besiyerinde biiyiitiilmesi i¢in gegen zaman ise bu ¢alismanin bir

baska siirliligidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karotenoidler

Karotenoidler dogal olarak olusan bilesikler igerisinde en fazla ¢eside sahip olan pigment
grubudur. Yagda ¢oziinebilen renk ve tad verici maddelerdir. Bitkilerde fotosentezde gorev
almalarinin yani1 sira metabolik reaksiyonlar sonucu olusabilen zararli bilesiklerin
detoksifiye edilmesinde rol almaktadir. Ayrica bitkilerde karotenoid bilesikleri 15181 sogurma

ve membran stabilizasyonu islevlerini yerine getirmektedir [8].

Hayvanlar karotenoid sentezleyemedikleri igin dogada bulunan karotenoidleri besinler
araciligiyla alarak ve dokularinda modifiye ederek kullanmaktadir [9]. Karotenoidler daha
cok kirmizi, sar1, turuncu renkli sebze ve meyvelerde bulunmaktadir. Ayrica yesil bitkilerde
cesitli karotenoidler bulunabilmektedir. Ancak yesil bitkilerdeki klorofil, karotenoidlerin

rengini baskilayarak bitkinin yesil renkli gériinmesine neden olur [8].

Dogada 600 kadar karotenoid bilesigi mevcut olup, bunlardan yalnizca 40 kadari insan
beslenmesinde rol almakta, bu karotenoidlerinde 20 kadar1 insan dokusunda ve kaninda
oOlgiilebilmekte ve bu oOlgiilebilen karotenoidler genellikle o—karoten, B-karoten, likopen,

litein ve kriptoksantinden olugmaktadir [10].

Dogada en ¢ok bulunan, bazi sentetik ve dogal yollarla sentezlenen karotenoidlerin baginda
a—karoten, P-karoten, likopen, liitein, kriptoksantin, zeaksantin, nerosporen, astaksantin

gelmektedir [10].

2.1.1. Karotenoidlerin yapisi

Karotenoidlerin bir¢ogu 40 karbon igeren tetraterpenoid grubuna dahil edilmektedir [11].
Karotenoid bilesikleri metil gruplart bagl olan alifatik bir zincir ve karotenoidlere rengini
veren ¢ift bag yapilarindan olugmaktadir. Karotenoidler kimyasal yapilarina gore
hidrokarbon karotenoidler ve ksantofiller olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Hidrokarbon
karotenoidlere 6rnek olarak o—karoten, -karoten ve likopen verilebilir [12]. Ksantofiller ise
polar 6zellikte ve farkli formlarda oksijen atomu bulunduran bilesiklerdir. Bunlara 6rnek
olarak da B-kriptoksantin, zeaksantin ve liitein verilebilir [12]. Ayn1 zamanda karotenoidler

halka yapist bulundurup bulundurmadiklarina gore siklik ve asiklik karotenoidler olarak



ikiye ayrilmaktadir. Fitoen ve likopen asiklik karotenoidlere 6rnek iken, a-karoten, (-
karoten ve y-karoten ise siklik karotenoidlere 6rnektir [12]. Bitkisel ve hayvansal gidalarda
bulunan karotenoidler genellikle proteinlere bagli olarak veya yagda ¢oziinmiis ester
bilesikleri olarak bulunmaktadir [10]. Karotenoidler yapilarinda ¢ift bag bulundurmalarina
bagli olarak 1s1 ve 1s1ktan kolayca etkilenebilen bilesiklerdir. Bu ¢ift baglarin kirilmasi veya
yerlerinin degismesi karotenoid bilesiklerinin kimyasal yapisinin bozulmasina sebep
olabilmektedir. o—karoten, B-karoten ve likopen apolar bilesiklerdir ve hidrokarbon
yapidadir. Bu sebeple suda ¢ozlinmezler. Kloroform, benzen, yag, karbon distilfit ve hekzan
karotenoidlerin  ¢oziilmesinde siklikla  kullanilan  ¢oziiciilerdir  (Cizelge 2.1.).
Karotenoidlerin kaynama noktalar1 130-220 °C arasinda degismektedir [13]. Karotenoidler
430-480 nm dalga boylarinda absorbans vermektedir [14].

Cizelge 2.1. Karotenoidler i¢in kullanilan ¢6ziiciiler, maksimum dalga boylar1 (Amax) ve
spesifik absorbsiyon katsayilar1 (Aicm”?) [15]

KAROTENOID cOzUCU Amax (nm) Aicm”!
B-karoten Hekzan 450 2560
Likopen Hekzan 472 3450
a-karoten Hekzan 444 2800
Zeaksantin Hekzan 451 2480
B-kriptoksantin Hekzan 451 2460
Lutein Etanol 445 2550

Bizim ¢alismamizda tiretimi artirilmaya calisan karotenoidlerden biri olan B-karoten ise
dogada cis ve trans geometrik izomer yapisinda bulunabilmektedir (Sekil 2.1.). B-karotenin
iki farkli izomerini dogada farkli kaynaklardan elde etmek miimkiindiir. Ancak all-trans
izomerleri genellikle ticari iriin olarak kullanilmakta ve bu sebeple kimyasal olarak da
tiretilmektedir [16]. Cogu kaynakta tamamen trans formunda bulunan B-karotenin, yesil bir
alg tiiri olan Dunaliella salina’da 9-cis izomer formu mevcuttur. Bu yesil alg tiirii i¢in -
karoten giiglii ve yogun 151k, nitrojen eksikligi gibi asir1 stres kosullarindan korunmak igin
tiretilen sekonder bir metabolittir [17]. Bu yesil alg tiirlindeki 9-cis izomeri diginda -
karotenin 272 farkli cis izomeri bulunmustur [14]. Cis izomerler kristal yapida olmamalar1
ve ¢oziinebilirlik seviyelerinin yiiksek olmasina bagl olarak all-trans izomerlere gore daha
avantajli durumdadir [16]. Cis izomerler UV spektrumunda 300-350 nm arasinda 1s1ma verir

ve renk yogunlugu cis durumdaki ¢ift bagin konumundan etkilenmektedir [12].
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Sekil 2.1. B-karotenin kimyasal yapist [17]

Likopen ise saglik agisindan faydalarindan dolay: tiiketicilerin gbzdesi haline gelmis bir
karotenoiddir [18]. Yapisal degiskenlik saglayan uzun konjuge 11 ¢ift bagh sistem yapisi
sayesinde alifatik bir yap1 kazanmistir (Sekil 2.2). Yapisindaki ¢ift baglardan dolay1 likopen
cis veya trans formda olabilmektedir. Ancak dogada genellikle trans formda bulunmaktadir.
Is1, 151k ve kimyasal reaksiyonlar sayesinde mono veya poli izomerizasyon gerceklesmekte
bu da likopenin trans formuna gore daha dayanikli olan cis formuna doniigsmesini

saglamaktadir [19, 20].

S x\\xx\x\\\w

Sekil 2.2. Likopenin kimyasal yapis1 [21]

2.1.2. Gidalarda bulunan karotenoid ¢esitleri

Karotenoidler giinlimiizden yaklasik {ic milyar yil once ilk olarak bakterilerde ortaya
cikarilmis pigment bilesiklerindendir [19, 22]. Karotenoidler insan viicudunda temel olarak
A vitamini onciiliigii roliinii oynarlar. Meyve ve sebzeler 6nemli karotenoid kaynaklaridir
ve karotenoidleri genelde sar1 ve turuncu mikrobilesikler olarak ihtiva ederler (Cizelge 2.2.)
[23, 24]. Meyveler de sebzeler gibi karotenoid igermesine ragmen, miktar olarak daha az
karotenoid bulundurmaktadir [12]. Sebzelerde -karoten ve liitein baskin karotenoid ¢esitleri
olmasinin yani sira ¢esitli miktarlarda violaksantin, zeaksantin ve neoksantin bulunmaktadir
[25]. Karotenoidler hayvansal gidalarda da bulunabilmektedir. Ornegin yumurta saris,
balik, kiimes hayvanlar1 ve kabuklu deniz hayvanlarinda kriptoksantin, astaksantin gibi

karotenoidler mevcuttur.



Cizelge 2.2. Baz1 gidalarda bulunan karotenoid ¢esitleri ve miktarlar1 (ug/100g) [26]

Meyve -Sebze | B-karoten a-karoten Likopen Kriptoksantin | Lutein,
Zeaksantin
Taze elma 26 - - - 45
Taze kayisi 3,5 - 5 - -
Kuskonmaz 449 9 - - 640
Yesil pancar 2,6 3 - - 7700
Taze marul 700 1 - - 1900
Kirmizi lahana 15 1 - - 26
Taze havug 8 3,6 - - 260
Karnabahar 8 - - - 33
Kereviz 710 - - - 3,6
Sar1 misir 51 50 - - 780
Yesil fasulye 630 44 - - 740
Portakal 39 20 - 149 14
Kirmizi biber 2200 60 6,8 - -
Ispanak 4100 - - - 12,6
Mandalina 38 20 - 106 20
Domates 520 - 3100 - 100

Meyve ve sebzelerin karotenoid icerigi bitkinin tiirii, aldig1 151k ve azot miktari, topragin
yapisi, uygulanan tarimsal yontemler, bitkinin genotipi ve meyvenin olgunluguna gore
degiskenlik gostermektedir [27]. Karotenoidler bitkilerin fotosentetik kisimlarinda,
meyvelerde yag damlaciklar1 halinde veya havu¢ ve domatesteki gibi yari kristalize halde
bulunabilirler. Hiicre zarmin yapisina katilabilirler. Bir karotenoid molekiiliiniin zardaki
yerlesimi karotenoidin yapisina ve membranin kompozisyonuna bagli olarak degiskenlik
gosterebilmektedir [28]. B-karoten ve likopen membran yiizeyine paralel uzanmakta veya
zarm hidrofobik 6z kisminda bulunmaktadir [29, 30].

Gida islenmesi stirecinde karotenoidlerde meydana gelen degisiklikler

Gidalarda islenme, depolanma ve hazirlanma gibi pek ¢ok asama karotenoid igerigini ve
izomer yapisint  etkilemektedir (Cizelge 2.3.). Bu etkilerin karotenoidlerin
biyoyararlanimina katkilari degiskenlik gostermektedir [31]. Karotenoidler doymamis
yapilarina bagli olarak oksidasyona ugrayabilmekte, pisirme sirasinda fazla 1s1 uygulanmasi,
depolanan ortamin 1s1s1, 15181, nemi, pH’s1 ve depolama siiresinin uzunlugu gibi faktorler
basta olmak iizere pek c¢ok faktdr karotenoidlerin kimyasal yapisini ve gidalardaki
karotenoid miktarlarini etkileyebilmektedir [19]. Ornegin 1s1l islem uygulanmasi

karotenoidlerin trans formundan cis formuna doniismesine sebep olabilmektedir [32]. Isil



isleme karsi epoksi yapisina sahip karotenoidler (neoksantin, violaksantin) hidrokarbon
yapiya sahip karotenoidlerden (B-karoten, likopen, nerosporen) daha duyarlidir. Ornegin
yesil fasulye 1 saat kaynatildiginda B-karoten ve liitein miktar1 degismezken, violaksantin
ve neoksantin degrede olmaktadir [25]. Bununla birlikte karotenoidler farkli pisirme
metodlarina kars1 genellikle stabil bir yapi gostermektedir (Cizelge 2.4.). Karotenoidler
pisirme siirecinden Once protein veya diger bilesiklerle bir arada bulunurlar ve bdylece
okside olmazlar. Pisirme siireciyle birlikte proteinler denatiire olur dolayisiyla karotenoidler
daha kolay ekstre edilebilmekte ve insanlar i¢in kolayca yararlanilabilir hale gelebilmektedir
[12]. Yesil sebzelerde pisirme islemi liiteinde %24, B-karotende ise %38 oraninda bir artisa
sebep olmustur [15]. Islenmis bir sebzeden elde edilen B-karoten miktar1, ayni miktardaki

islenmemis veya ¢ig sebzeden elde edilen B-karoten miktarindan daha fazladir [31].

Likopenin ise temel kaynagi domatestir ve likopen ihtiyacinin %80°’1 islenmis domates
tiriinlerinden karsilanmaktadir [33]. Likopen hem taze gidalarda hem de 1s1l islem gormiis
gidalarda all-trans izomer yapisindadir [34, 35]. Isil islem boyunca -karoten izomerizasyon
gosterirken, likopen ekstrem sicakliklarda bile izomerizasyona karsi daha dayaniklidir [31].
Termal ve mekanik islenme sayesinde likopen insanlar i¢in daha faydali hale gelmektedir.
Bununla birlikte gida islenmesi ve pisirilmesi likopende kayda deger bir izomerizasyona

neden olmamaktadir [31].

Cizelge 2.3. Gida igsleme siireci boyunca karotenoidlerin stabilitesi (taze gidalar) [31]

Uygulanan islem Gida B-karoten% Likopen% Liitein%

Kizgin yagda pisirme Cig havug dilimleri 100 - -

Kurutularak kizartma Cig havug dilimleri 91 - -

Kismen kurutarak Cig havug dilimleri 79 - -

kizartma

Pastorizasyon Domates, 1s1l islem 114 103 93
gormiis ekstrakt

Otoklav sterilizasyonu Domates, sal¢a 97 137 97

Sikma Nisasta igeren ekstrakt 8 - -

Firinda kurutma Ispanak 72 - -

(10 saat 65 °C)

Giineste kurutma Ispanak 43 - -

(10 saat)

Taze brokoli, 1spanak ve yesil fasulye yaklasik olarak 5 dakika mikrodalga firmnda
pisirildiginde B-karoten iceriginin %100 korundugu gosterilmistir [36]. Taze veya konserve
domatesten domates sosu yapmak ic¢in pisirme siklikla kullanilan bir yontemdir. Orta
sicaklikta 8 dakika pisirilen domateslerde likopen miktarinda degisiklik gozlenmemistir

[36]. Fazla pisirme siiresi ve fazla sicaklikta, agzi agik bir tencerede oksijen varliginda



pisirilen domateslerde likopen kaybi goriilebilmektedir [31]. Pisirme siirecinde oksidasyon

olmasi likopen kayb1 yagsanmasinda birinci faktordiir [33].

Cizelge 2.4. Yiyeceklerin hazirlanmasi ve pisirilmesi siirecinde karotenoidlerin stabilitesi
(taze gidalar) [31]

Pisirme yontemi Yiyecek B-karoten% Likopen% Liitein%
Su i¢inde mikrodalgada Briiksel lahanasi 85 - 88
(6 dakika)

Susuz mikrodalgada Brokoli 105 - 116
Buharda pigirme Ispanak 102 - 92
Orta 1s1da pisirme Domates 107 112 115
(8 dakika)

Kaynatma(9 dakika) Yesil fasulye 115 - 103
Kaynatma(1 saat) Yesil fasulye 112 - 107
Haglama(5 dakika) Ispanak 92 - -
Karistirarak pisirme Ispanak 98 . -
(agik tencere 30 dakika)

Diidiiklii tencere Ispanak 99 - -
(10 dakika)

Dondurarak saklamak Ispanak 83 - -
(polietilen posette)

Dondurarak saklamak Ispanak 99 - -
(posetsiz)

2.1.3. Karotenoidlerin insan saghg acisindan 6nemi

Karotenoidlerin insan sagligi tizerinde etkilerinden bahsedildiginde akla ilk olarak A
vitamini onciisii olmalar1 gelmektedir. Bununla birlikte yapilan epidemiyolojik ve deneysel
caligmalar karotenoidler acisindan zengin besinlerin siklikla tiiketilmesinin sar1 nokta
hastaligina, kansere, kardiyovaskiiler hastaliklara, oksijen kaynakli serbest radikallerin
hasarlarina bagli olarak ortaya ¢ikan ¢ok sayida patolojik duruma karsi koruyucu etkisi
olabilecegini ortaya koymustur [37-40]. Ayrica karotenoidler bagisiklik cevabi olusmasinda,

hiicreler arasi iletisimde, DNA hasarina kars1 hiicreleri koruma konusunda da etkilidir [41].

Karotenoidlerin insan viicudundaki temel aktiviteleri provitamin A islevi gérmeleridir. A
vitamini ise gdrme, biiyiime, hiicresel farklilagsma gibi pek ¢ok fizyolojik fonksiyonu yerine
getirmektedir [10]. 1900°li yillarin basinda Moore yaptig1 caligmada sar1 renkli gidalarla
beslenen ratlarda karotenoidlerin renksiz A vitaminine doniisebildigini gostermistir [42].
Dogada 600°den fazla karotenoid bulunmasina ragmen bunlardan 50 tanesi provitamin A
olarak gorev yapar. Bununla birlikte diinya niifusunun A vitamini gereksiniminin biiyiik
cogunlugu karotenoidlerden karsilanmaktadir. Insanlar tarafindan tiiketilen sebzeler ve
meyvelerdeki B-karoten temel A vitamini kaynagi olarak islev gormektedir [43]. B-karoten

yapisinda iki tane B iyonon halkasi bulundurmasina bagli olarak en yiiksek provitamin A



aktivitesine sahiptir. f-karoten disinda a-karoten, y-karoten ve B-kriptoksantin de provitamin
A olarak gorev yapan diger karotenoidlerdir [14]. B-karotenin izomer yapisi provitamin A
gorevi lizerinde etkili bir faktordiir. B-karoten dogada genellikle all-trans izomer yapisinda
iken islenmis gidalarda cis izomer yapisindadir. Ancak bir veya daha fazla ¢ift bagin cis

izomere doniismesi provitamin A aktivitesini nemli derecede diisiirmektedir [43].

Cizelge 2.5. Baz1 karotenoid izomerleri ve provitamin A aktiviteleri [42, 44]

izomer Provitamin A Aktivitesi%

All trans B-karoten 100

9-cis- B-karoten 38

13-cis- B-karoten 53

15-cis- B-karoten 30-50

All trans a-karoten 50-54

9-cis- a-karoten 13

y-karoten 42-50
B-kriptoksantin 50-60

Karotenoidler giiclii antioksidan etkiye sahip olan bilesiklerdir. Yiyeceklerden, gida
renklendiricilerden ve diger besin kaynaklarindan alinan karotenoidler tekli oksijenleri yok
ederek ve serbest radikalleri uzaklastirarak antioksidan gorevi yapmaktadir [45].
Epidemiyolojik caligsmalardan alinan bir¢ok sonuca gore B-karoten ydniinden zengin
gidalarin tiiketilmesiyle B-karoten etkili bir antioksidan olarak davranmakta ve akciger
kanseri ve diger bazi kanser tiirlerinin goriilme riskini azaltmaktadir [46]. Viicutta normal
metabolizma sirasinda veya bazi dis etkenler nedeniyle (sigara, karsinojenler, yanls
beslenme) tekli oksijen bilesikleri, peroksil radikali (ROO"), hidrojen peroksit radikali
(H202) ve serbest radikaller olusabilmektir. Bu bilesikler DNA’ya zarar vererek kanser basta
olmak iizere pek ¢ok kronik hastaliga sebep olabilen bilesiklerdir. Insan viicudunda bu
bilesiklerle bas edebilmek i¢in katalaz, peroksidaz, glutatyon peroksidaz gibi ¢esitli enzimler
bulunmaktadir. Bu enzimlerin etkin bir sekilde g¢alismasi i¢in karotenoidlerin, fenolik
bilesiklerin, E ve C vitamininin ve esansiyel iz elementlerin (Se, Cu, Zn) besinler yoluyla
alinmasi gerekmektedir [47]. Karotenoid molekiiliiniin antioksidan 6zelligi dogrudan veya
dolayli olarak karotenoid molekiiliiniin yapisiyla ve okside edilecek molekiiliin tiiriiyle
paralellik gostermektedir. Ornegin, likopen acgik kimyasal yapisindan dolay1 B-karotene
oranla daha kolay bir sekilde karbon merkezli radikal yapisina doniisebilmektedir.
Ksantofiller (liitein, zeaksantin) karotenoidlere kiyasla peroksit radikalleriyle savagma
konusunda daha az etkin bilesiklerdir. Aym1 zamanda bir karotenoid molekiiliiniin

antioksidan 6zelligi tekli oksijen molekiillerini ve serbest radikalleri yok etme yetenegiyle
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dogrudan iliskilidir [48]. Karotenoidler serbest radikaller ile ii¢ sekilde etkilesime
girebilmektedir: Bu yollar elektron transferi, hidrojen ekleme, radikal bir yap1 eklemedir [49,
50].

Karotenoid + ROO" == Karotenoid +ROO"  Elektron transferi
Karotenoid + ROO* == Karotenoid +ROOH Hidrojen ekleme

Karotenoid + ROO" == ROOKkarotenoid’ Radikal yap1 ekleme

Karotenoid bilesiklerinde ¢ift bag sayisi arttikga antioksidan aktivite de artmaktadir.
Karotenoidler arasinda en gii¢lii antioksidan aktiviteye likopen sahipken, -karoten ve -

kriptoksantin likopeni takip etmektedir [51].

Kismi basing, karotenoid miktar1 gibi faktorlerde karotenoidlerin antioksidan 6zelligini
etkilemektedir. Diisiikk kismi Oz basincinda [-karoten peroksil radikallerinin zincirlerini
kirarak antioksidan etki gosterirken, yliksek Oz basincinda antioksidan 6zelligini yitirmekte,
hatta oksidasyona bagli olarak oksidasyon hizlandirici etki géstermektedir [52]. a-tokoferol
ise yliksek Oz basincinda daha etkin bir antioksidan aktiviteye sahiptir. Bu iki farkl
karotenoid O basinci farkindan dolayr farkli dokularda antioksidan etki gosterebilir. -
karoten lipid peroksidasyonu sonucu olusan tersiyer biitil hidroperoksite ve DNA hasarina
kars1 koruyucu etki de gostermektedir. B-karoten ve likopen yalnizca 1-2 uM gibi diisiik
dozlarda hiicreleri DNA hasarina kars1 korumaktadir. Bu doz 4 uM c¢ikarildiginda koruyucu
etki azalmis, en yiiksek doz 10 uM uygulandiginda ise DNA hasarina kars1 koruyucu etki
tamamen yok olmustur. HepG2 hiicrelerinde yiiksek dozda B-karoten H202 kaynakli DNA

hasarina kars1 hiicreleri koruma da etkinlik gosterememistir [53].

Kanserin Oniine gegilmesinde karotenoidler 6nemli fitokimyasal bilesiklerdir. Yeterli
miktarda domates, havug, marul, kivircik tiikketiminin akciger kanseri riskini azalttigi
gozlenmigtir [10]. Bol miktarda vitamin A alinmasi ve serum veya plazma [-karoten
miktarmin fazla olmasi ile diisiik akciger kanseri riski arasinda giiglii bir iliski bulunmustur
[46]. Ozellikle son yillarda yapilan calismalarda liitein ve likopenin akciger kanserini

azaltmada daha etkili oldugu saptanmustir.

Geligmis iilkelerde kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiirii gdgiis kanseridir [54].

Hiicre kiiltiirti caligmalarindan elde edilen kanitlara gére hem provitamin A etkisi gosteren
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hem de gostermeyen karotenoidler gogiis kanserinin gelismesi ve ilerlemesinin
onlenmesinde faydali etkilere sahiptir [55, 56]. Karotenoidler hiicre dongiisiiniin normal bir
sekilde ilerlemesini, hiicre farklilasmasini diizenleyerek ve gerektiginde hiicreyi apoptoza

yonlendirerek antitimor madde gorevi gérmektedir [54].

Kanser kaynakli 6liim vakalar1 arasinda gelismis tilkelerde ve ABD’de iiglincii sirada gelen
kolon kanseri ayn1 zamanda kadinlar ve erkekler arasinda en sik goriilen dordiincii kanser
turidiir [57, 58]. Hiicre kiiltiirii ¢alismalari kolon kanserli hiicre hatlar1 {izerinde
karotenoidlerin yararli biyolojik etkiye sahip olduklarimi ortaya koymustur. Bu etkinin
mekanizmasi ise karotenoidlerin antioksidan 6zellikleri ve hiicre dongiisiinii diizenleyici

etkileri ile agiklanmaktadir [59, 60].

Diinyada kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiirleri arasinda ikinci sirada serviks
kanseri gelmektedir [61]. Gozlemsel epidemiyolojik caligmalar servikal kanserin ilerlemesi
ve goriilme riskini azaltmada karotenoidlerin ve meyve sebze tiiketiminin faydali bir role

sahip oldugunu gostermislerdir [54].

Erken safhalarda teshis edilemeyen ovaryum kanseri ABD’li kadinlar arasinda kansere bagl
olim vakalar1 arasinda dordiincii sirada gelmektedir [57, 58]. Ovaryum kanseri ile
karotenoidler arasindaki iligkiyi gosteren vaka kontrol ¢alismalarindan alt1 tanesinde sebze
ve meyve tiiketiminin ovaryum kanserine karsi koruyucu etkisi oldugunu, dort tanesinde ise

karotenoid tiiketiminin koruyucu etkisi oldugunu saptanmistir [62, 63].

Erkekler arasinda ABD’de en sik goriilen kanser tiirii prostat kanseridir [57, 58]. Ozellikle
likopenin prostat kanserinin ilerlemesini durdurucu etkiye sahip oldugu belirlenmistir [54].
Hiicre kiiltiirii sistemlerinde likopene maruz birakilan hiicreler kontrolsiiz ¢ogalmay:
onleyici ve apoptotik etkilere sahip olmaktadir veya likopen hiicrede farklilagsmay1
tetiklemektedir [64]. Likopenin serum prostat spesifik antijeni (PSA) diizeyini %20 oraninda

azalttig1 ortaya konulmustur [10].

Kansere bagli 6liim vakalar1 arasinda agiz boslugu, farinks ve larinks kanserleri de son
yillarda artig gostermektedir. Yapilan vaka kontrol ve kohort caligmalar ile karotenoid, sebze
ve meyve tiiketiminin sigara kullanan kisiler gibi yiiksek risk gruplarinda bile bu kanser

tiirleri i¢in koruyucu etkisi oldugu ortaya konulmustur [65, 66].
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Beslenme yoluyla karotenoid, sebze ve meyve alim1 ve serum -karoten konsantrasyonunun
artisinin 6zafagus ve mide kanserlerinden koruyucu etkiye sahip oldugu belirlenmistir [61,
65]. Insan gastrik tiimor hiicre hattiyla (HGC 27) yapilan calismada likopenin giiglii
antitimor etkiye sahip oldugu ve HGC27 hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir
[67].

Karotenoidlerin antitiimor etkisi, konneksin, faz Il enzimleri, siklin, siklin bagiml kinaz ve
diger inhibitorler gibi temel fonksiyonlarda yer alan bazi proteinlerin {iretilmesinde
karotenoidlerin  degisikliklere sebep olmasindan ileri gelmektedir. Proteinlerin
tiretilmesindeki bu degisiklikler karotenoidlerin ligand bagimli niiklear reseptorler gibi
transkripsiyon faktorleri sayesinde transkripsiyonda degisime neden oldugu hipotezini
desteklemektedir. Karotenoidlerin transkripsiyon faktorleriyle iliskiye girmesi hiicre
biiylimesinin inhibe olmasini saglamaktadir [68]. HL-60 16semili hiicre hattiyla yapilan
calismada diisiik dozda likopen ile dihidroksi vitamin D3’lin sinerjistik etki gostererek
kontrolsiiz hiicre ¢gogalmasini baskiladig1 ve hiicre farklilagsmasini indiikledigi saptanmistir
[69]. Bir¢ok calisma yiiksek dozda karotenoidin (20 uM) apoptozisi tetikleyerek hiicreyi
olime gotirdigini gostermistir [68]. Adenokarsinoma hiicre hatti ve premiyelositik
hiicrelerle yapilan ¢aligmada f-karotenin hiicre bdliinmesini inhibe ettigi, hiicre dongiisiinii
G2/M fazinda tuttugu ve hiicreyi apoptozise yonlendirdigi gozlenmistir [59]. Likopenin
g0giis kanserli hastalarda artis gosteren insiilin benzeri biiylime faktorti (IGF-1) ile iligskiye
girdigi veya IGF-I miktarinin kandaki seviyesini diigiirdiigii saptanmistir [68]. Ayni
zamanda karotenoidler hiicreler aras1 bosluklarda baglant1 saglayarak hiicrelerarasi iletisim
de rol almaktadir. Insan kan ve dokularinda bulunan temel karotenoidlerden B-karoten,
kriptoksantin, zeaksantin ve liiteinin hiicreler arasi iletisimde olduk¢a etkili oldugu
saptanmistir [68]. Likopenin ise insan oral tiimor hiicre hatti KB-1’in ¢ogalmasini inhibe
ettigi ve hiicreler arasi iletisimi gii¢lendirdigi ortaya g¢ikarilmistir [70]. Karotenoidler
karsinojenleri detoksifiye eden glutatiyon peroksidaz ve glutatiyon-S-transferaz gibi
enzimlerin etkinligini artirmaktadir [71, 72]. Ayrica karotenoidler aflatoksin Bl ve
benzopren gibi mutajenik ve karsinojenik bilesiklerin yok edilmesinde rol oynamaktadir
[73].

Epidemiyolojik ¢alismalarda elde edilen 6nemli bulgulardan biri de, bol miktarda sebze,
meyve tiiketen kisilerde koroner kalp hastaliklar1 ve felg dahil birgok kalp-damar hastaligi

goriilme riskinin diisiikk olmasidir [74]. Total karotenoid, spesifik karotenoid, plazma ve
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serum karotenoidleri Olgiilerek yapilan bir calismada karotenoidlerin kardiyovaskiiler
hastaliklar1 Onleyici etkisi ortaya konmustur [75]. Karotenoidler kalp ve damar
hastaliklarinin pek ¢ok yoldan oniine gegebilmektedir. Antioksidan etkilerinin yani sira C-
reaktif protein veya damar hastaliklarinin diger belirtegleri gibi enflamatuar belirteclerle
karotenoidler arasinda siki bir baglanti mevcuttur. Karotenoidler enflamasyonu 6nleyerek
de kalp damar sagligini1 koruyabilmektedir [75]. Serum likopen diizeyinde azalma ile sirozlu
hastalarda goriilen yiiksek tansiyon ve lenfatik dolasim diizensizlikleri arasinda iliski

saptanmustir [19].

1900’14 yillarda maymunlarin makiilar dokusundan elde edilen sar1 pigmentin spektroskobik
ve kimyasal 6zelliklerinin Cs0Hse yapisinda en az bir oksijen atomu i¢eren izopren yapili ve
bitkilerde bolca bulunan ksantofil karotenoidiyle uyum gosterdigi bulunmustur [76].
Retinada bulunan karotenoidler uzun vadeli g6z sagligi icin 6nemli katkilara sahiptir.
Retinanin g6z ¢ukuru bolgesinde liitein ve zeaksantin ImM oraninda bulunmaktadir. Bu
miktar insan viicudunun herhangi bir yerinde bulunan en yiiksek karotenoid miktaridir [76].
Epidemiyolojik ¢alismalardan elde edilen bulgular géz dokusundaki liitein ve zeaksantin
karotenoidlerinin yasa bagli makular dejenerasyon, gz bozukluklar1 ve merkezi katarakta
kars1 koruyucu etkisi oldugunu gostermistir. Ayni zamanda karotenoidlerin diabetes mellitus
ile beraber seyreden retinopati riskini diisiirdigii saptanmustir [77]. G6zde az miktarda
bulunan likopenin yasa bagli makular dejenerasyona karsi koruyucu etki gostermesi ise
sasirtict bir sonugtur [45]. 372 kisiyle yapilan bir ¢alismada plazma liitein miktariyla
posterior subkapsular katarakt olgusu arasinda %50 oraninda bir azalma saptanmig ancak

vitamin C ve E, B-kriptoksantin arasinda boyle bir iliski belirlenememistir [78].

Bakteri, hayvanlar ve insanlar ile yapilan calismalarda karotenoidlerin cildin 1518a
duyarliligin1 azalttigt veya Onledigi gosterilmistir. B-karoten ve kantaksantin 1s1k
hassasiyetiyle ilgili bir hastalik olan eritropoietik protoporfiriyanin ve diger 1s1k
hassasiyetiyle ilgili hastaliklarin tedavisinde oldukga etkili bilesiklerdir [79]. Bu pigmentler
151k hassasiyeti semptomlarini ortaya ¢ikaran hiicresel hasar1 engellemektedir [79]. Deride
karotenoidler serbest radikalleri, tekli oksijen bilesiklerini ve diger zararli reaktif oksijen
bilesiklerini yok ederek antioksidan etki gostermektedir [76]. Derideki karotenoid miktariyla
plazmadaki karotenoid miktar1 arasinda giiclii bir iligki vardir. Sigara i¢enlerde icmeyenlere
gore derideki karotenoid miktar1 daha diisiiktiir [76].Yapilan gozlemsel epidemiyolojik

caligmalarda B-karoten ile beslenmenin deri kanserini 6nlemede rolii oldugu ortaya
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cikarilmistir [61, 65]. Karotenoidler bazal korumay artirabilir ve boylece deride UV 1s181n1n
hasarina karst savunma gorevi iistlenmektedir [80]. Giineslenme gibi asir1 giines 1s18ina

maruz kalma durumlarinda karotenoidlerin koruyucu etkisi yeterli olmamaktadir [80].

Immiin sistem bir immiin cevabin olusmasi igin temel olarak dogru hiicre-hiicre iletisimine
bagli olmasindan 6tiirii immiin hiicrelerin biitinligii gereklidir [81]. Karotenoidlerin bu
hiicre bitiinliigiinii  saglama konusunda yardimci olabilecegi disiiniilmektedir.
Karotenoidler reaktif oksijen bilesiklerinin hiicre membranlarinda ve reseptorlerde
olusturdugu hasar1 azaltarak veya redoksa duyarli transkripsiyon faktorlerinin aktivitelerini
etkileyerek ve sitokin ve prostoglandinlerin {iretimi ile immiin hiicre fonksiyonlarini
diizenleyerek immiin hiicrelerin biitiinligiinii saglamaktadir [81]. Ayrica vitamin A eksikligi

viral hastaliklara sebep olabilmektedir.

Ayrica domateste bol miktarda bulunan likopenin osteoblast hiicrelerinde hiicre
farklilagmasinda ve gelismesinde uyarici etkilere sahip oldugu ve osteoklast sekillenmesinde
gorev aldigr saptanmustir [10]. Vitamin C, E ve [-karoten osteoporozun gelisimini
yavaglatmaktadir. Ayrica likopenin spermleri oksidatif hasardan korudugu sperm kalitesini
artirdigl gozlenmistir [19]. Likopen kan-beyin bariyerini gecebilmektedir. Serum likopen
konsantrasyonuyla Alzheimer, parkinson, vaskiiler demans hastaliklar1 arasinda siki bir
iliski oldugu saptanmistir [19]. Diizenli olarak domates tiiketmeyle ¢ocuklar basta olmak
tizere insanlarda solunum yolu enfeksiyonlari ve ishale baglh 6liim vakalarinda %48’lik bir
azalma saglanmigtir [82]. Likopen tiiketiminin amfizeme karsit koruyucu etkisi oldugu
Japonlar iizerinde gosterilmistir [19]. Bunun disinda Avusturya Kriz Onleme Merkezi
tarafindan yapilan bir ¢alismada serum a-tokoferol ve likopen diizeylerinin diismesiyle
mikroanjiyopati riskinde artis saptanmigtir. Zeaksantin ise lipogenezi inhibe ederek,
hiicreleraras1 lipid igerigini, adiposit bilylikliglinii ve yag agirligin1 azaltarak obeziteyi
onlemektedir [83]. Diyabetik ratlarda L-karnitin ve liitein karigimiyla yapilan tedavide yag
asitlerinin ve diyabetin yikici etkileri iyilestirilmistir [84]. Fazla yagli besinlerle beslenen
farelerle yapilan calismada likopenin IL-1p, TNFa ve CRP seviyelerinin artmasini

engelledigi ve insiilin direncine kars1 yararl etkileri oldugu saptanmistir [85].
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2.1.4. Karotenoidlerin emilimi ve giinliik kullanim miktarlari

Karotenoidler beslenme yoluyla alindiktan sonra gida yiizeyinden serbest hale gegmektedir.
Midede daha kiiciik lipid molekiilleri haline gelen karotenoidlerin asil sindirimi ince
bagirsagin duodenum kisminda pankreatik lipaz enzimi tarafindan gergeklestirilmektedir.
Karotenoidler yagda ¢oziinen hidrofobik bilesikler oldugu i¢in sindirimleri sirasinda safra
tuzlarina ihtiyag vardir [12]. Safra tuzlart karotenoidlerin emilimine ve A vitaminine

donlismesine yardimci olmaktadir.

Insanlarda gida yoluyla alman karotenoidlerin yaklasik olarak %5-50’si emilebilmektedir.
Bu miktar diger vitamin 6n maddelerinin emiliminden daha azdir. Karotenoidlerin emilimini
diyette yag asitlerinin, proteinin varligi ve safra tuzlarinin bulunmasi etkilemektedir. Fazla
miktarda karotenoid tiiketimi emilimi azaltmaktadir. Bunlar disinda gastrik pH, gidadaki A
vitamini miktar1 ve A vitamininin konumu, genetik faktorler, yas, cinsiyet gibi faktorler
karotenoidlerin emilimini etkilemektedir [43]. Baz1 gida katki maddeleri ve a-tokoferol de
karotenoidlerin emilimini etkileyebilmektedir [10]. Bagirsak parazitlerinin varliginda
karotenoidlerin emilimi yeterince olmamakta ve A vitamini yetersizligine bagl olarak gece
korliigli, kseroftalmi, kemik bozuklugu ve bazi metabolik bozukluklar ortaya
cikabilmektedir [10]. Karotenoidler insan, sigir ve maymun gibi canlilarda bagirsak
mukozasinda emildikten sonra bir kism1 A vitamininin 6nciil formu retinale doniisiirken bir
kismi1 da degismemis halde periferal dokularda ve dolasimda bulunabilmektedir. Retinal ise
yag asitleri varliginda retinole doniigmekte hiicrelerde ise A vitamininin aktif formu retinoik
aside c¢evrilmektedir (Resim 2.1.) [86]. Retinol iiremede, retinal gormede, retinoik asitse

biiyiime ve farklilasmada gorev almaktadir. Retinol hemen retinil esterlere doniismektedir.
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Resim 2.1. A vitamininin viicuttaki formlar1 [87, 88]
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[k zamanlarda B-karotenin karacigerde A vitaminine déniistiigii diisiiniiliirken daha sonra
ozdes iki ratla yapilan calismada C radyoaktif atomuyla isaretlenmis P-Karoten
intraperitonal olarak ratlara verilmis radyoaktif retinal, retinol ve A vitaminine
incebagirsakta rastlanmistir [43]. B-karotenin A vitaminine dondstigi temel kisim
incebagirsak olmasina karsilik, karaciger, testis ve diger dokulardan bazilar1 da alternatif
olarak gorev yapabilmektedir. Bagirsak hiicrelerine pasif difiizyonla alinan karotenoidler
silomikron halinde lenf damarlariyla karacigere getirilmekte ve burada az miktarda ¢ok
diistik yogunluklu lipoproteinler (VLDL) ile gogunlukla da diisiik yogunluklu lipoproteinler
(LDL) ile tekrar dolasima verilmektedir. Bagirsak hiicrelerinde retinole doniistiiriilen
karotenoidler retinil esteri olarak silomikronlara yliklenmektedir. Karacigerdeki sitokrom

P450 enzimleri retinoliin ve retinoik asidin polar metabolitlere yikiminda gérev yapmaktadir

[20].

Viicutta karotenoidlerin emiliminden sonraki en 6nemli adim provitamin A karotenoidlerin
A vitaminine doniismesi olayidir. Karotenoid molekiilii emilimin ardindan merkezindeki
15,15’ ¢ift bagindan 15,15 monooksijenaz enzimi tarafindan ikiye ayrilmaktadir. Bu yolla
A vitamini olusturmak merkezi kirilma olarak adlandirilmaktadir. Merkezi kirilma
yontemiyle 1 mol B-karotenden 2 mol retinal olusmakta iken, a-karotenden ve y-karotenden
1 mol retinal olugmaktadir [43]. Bu durum a-karoten ve y-karotenin -karotenin yaris1 kadar
provitamin A aktivitesine sahip oldugu bulgularin1 desteklemektedir. Bu yonteme alternatif
olarak ekzantrik kirilmada ise karotenoid molekiilii bir ucundaki polien zincirden progresif
bir ayrilma ile farkli zincir uzunluklarina sahip birka¢ tane B-apokarotenoid molekiilii
olusturmakta ve sonugta 1 molekiil vitamin A ortaya ¢ikmaktadir [43]. Ayrica karotenoidler
serbest radikaller tarafindan iretilen lipooksijenaz enzimi tarafindan yikilabilmektedir.
Linoleik asit veya linoleik asit hidroperoksit varliginda (-karoten lipooksijenaz tarafindan

rastgele olarak pargalanmaktadir [43].

Diyet yoluyla veya karotenoid agisindan zengin besin kaynaklarinin tiiketilmesiyle viicuda
alman karotenoidlerin emiliminin ardindan kandaki karotenoidler lipoproteinler halinde
birikmektedir. Kandaki lipoprotein konsantrasyonu %100’e¢ ulasabilmektedir. Bu
konsantrasyon artis1 lipoprotein bulunduran deri, karaciger, adipoz, beyin, testis, bobrek,
akciger, prostat gibi dokularda karotenoidlerin alinmasin1 ve depolanmasini saglamaktadir

[89]. Insan plazmasinda bulunan karotenoidlerin %90°dan fazlasin1 B-karoten, likopen, -
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kriptoksantin, liitein ve a-karoten olusturmaktadir. Bunun disinda zeaksantin, 3-karoten ve

likopenin farkli izomerleri bulunmaktadir (Cizelge 2.6.).

Cizelge 2.6. Insan kan plazmasindaki bazi karotenoid tiirlerinin konsantrasyonlar1 (umol/L)

[90]
Karotenoid Geng Erkek Gen¢ Kadin Yash Erkek Yash Kadin
Liitein 0,22+0,02 0,28+0,03 0,38+0,05 0,25+0,03
Liitein izomerleri 0,06+0,01 0,08+0,01 0,11+0,02 0,07+0,01
o-karoten 0,09+0,01 0,18+0,04 0,27+0,07 0,20+0,04
All-trans B-karoten 0,44+0,07 0,80+0,17 1,51£0,41 0,78+0,10
Kriptoksantin 0,34+0,03 0,54+0,09 1,04+0,24 0,54+0,11
All-trans likopen 0,38+0,05 0,37+0,06 0,41+0,06 0,28+0,02
Zeaksantin 0,03+0,00 0,04+0,01 0,05+0,01 0,03+0,00
13-cis- B-karoten 0,03+0,01 0,05+0,01 0,09+0,02 0,04+0,01
13-cis-likopen 0,12+0,02 0,10+0,02 0,14+0,02 0,09+0,01
9-cis-likopen 0,07+0,01 0,07+0,01 0,08+0,01 0,06+0,00

Insan kan plazmasindaki B-karotenin neredeyse tamamu all-trans formdayken, total plazma
likopen miktarinin %50°si cis likopen izomerleridir [31]. Cis-likopen organik ¢oziiciilerde
daha ¢6ziiniir oldugu i¢in kolayca emilebilen ve silomikron halinde taginabilen izomerlerdir.
Cis-likopen genellikle serum ve diger dokularda birikmektedir. Testis, ovaryum, adrenal
bezler, karaciger ve meme dokusunun viicuttaki diger dokulardan daha fazla likopen igerdigi
bulunmustur [10]. Doku ve dolasimdaki karotenoid miktarlarina bakildiginda, all-trans -
karotenin daha ¢ok dolasimda, cis B-karotenin ise daha ¢ok g¢evre dokularda bulundugu

saptanmistir [ 10]. Bu durum ise sebze ve meyve tiiketimiyle degiskenlik gosterebilmektedir.

Karotenoidler insanda kan plazmasi disinda anne siitii ve serumda bol miktarda
bulunmaktadir. Dogumdan sonra salgilanan ilk siitteki sar1 renk siit yaglariyla birlikte
bulunan karotenoidlerden kaynaklanmaktadir. Ilk siit salimi boyunca anne siitiindeki
karotenoidlerin  %50’si  B-karoten, [-kriptoksantin, o-karoten gibi provitamin A
karotenoidlerinden olusmakta ve bu karotenoidler bebegin vitamin A ihtiyacinin 6nemli bir

kismini karsilamaktadir [91].

Viicutta ihtiya¢ duyulmadan B-karoten retinale doniismemekte veya aktivitesi diisiik
olmaktadir (Cizelge 2.7.). Alinan B-karotenin ortalama olarak %33’ A vitaminine
doniismektedir. Gidalardaki A vitamini degerlerini ve provitamin A o6zelligine sahip
karotenoidlerin A vitamini aktivitelerini ifade etmek i¢in Amerikan Ulusal Arastirma
Konseyi tarafindan retinol esdegeri (RE) hesaplanmustir. f-karotenin A vitamini aktivitesi

1/6 retinole esdeger iken a-karoten ve B-kriptoksantin bunun yarisi kadar retinole esdegerdir.
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Cizelge 2.7. Insanlar icin giinliik dnerilen B-karoten ve bazi vitamin miktarlarin yasa ve

cinsiyete gore dagilimi [10]

Erkek Kadin

Vitamin 20-39 yas 40-59 yas >60 yas 20-39 yas 40-59 yas >60 yas
B-karoten 377+36,4 | 537+514 559+473 522+ 69,0 554+473 507 + 34,2
(RE)

VitaminA 878 +40,6 | 1115+80,2 | 1117+61,5 | 961 £74,4 945 +52.8 997 + 58,5
(RE)

VitaminC 102+4,5 107 +£6,0 110+ 7.5 85+5,9 91+5,3 99+ 3,8
(mg)

VitaminE 10,4 £0,47 | 10,4 + 0,44 9,2 +0,45 8,2+0,32 9,1 +£0,41 7,6 £0,24
(mg)

Besinlerle alinan karotenoidler i¢inde en fazla paya 3 mg/giin ile likopen sahipken, onu 2-3
mg/giin ile B-karoten ve liitein takip etmekte, ardindan da B-kriptoksantin ve a-karoten
gelmektedir [78]. Besinlerle alinan likopenin %10-30’u kadar1 emilebilmektedir. Karotenoid
tilketimi toplumlar arasinda gida hazirlama, isleme, pisirme kiiltiirlerinin farkliliklar1 ve
mevsime bagli olarak degiskenlik gosterebilmektedir [20]. Japonya, Malezya, ispanya gibi

iilkeler karotenoid tiiketiminde bas1 ¢cekmektedir.

Yiiksek dozda karotenoid alinmasi ise derinin stratum korneum tabakasinda karotenoid
birikmesi sonucu derinin sarims1 bir renk almasina sebep olabilmektedir. Bu duruma
karotenodermia ad1 verilmektedir. Karotenoidler de A vitamini gibi yagda ¢6ziinen bilesikler
oldugu i¢in idrarla atilamamakta ancak digki yoluyla atilmaktadir. Yagda c¢oziinen
vitaminlerin fazlas1 karacigerde depolanirken agir1 miktarda alimi zehir etkisi
yaratabilmektedir. Hamilelerde ise A vitamini alimina dikkat edilmekte giinliik dozun 6 mg’1
gegmemesi gerekmektedir. Bunun yerine pB-karoten kullanabilmektedir. Yiiksek miktarda
havug veya havug suyu tiikketmek (1 kg/giin) adet diizensizliklerine ve kanda nétrofil
16kositlerinin agir1 azalmasina yol agabilmektedir. Sigara kullananlarda, alkol bagimlilarinda
bol miktarda B-karoten alimina bagli olarak akciger kanseri goriilme oraninda artis
saptanmustir. Sigara ve alkol kullananlar da -karoten alimi P450 enzimlerini indiikleyerek,
retinoik asidin sinyalizasyon mekanizmasini bozarak ve RARf geninin ifadesini degistirerek
akciger, karaciger ve diger dokular1 etkilemektedir [92]. Epidemiyolojik ¢aligsmalar sadece
sebze ve meyve tiiketiminin plazmadaki karotenoid seviyesini diislirdiigiinii, dolayisiyla
kanser, yasa bagli makular dejenerasyon, kalp-damar hastaliklari, bagisiklik sisteminin

zayiflamasi gibi durumlara yol agtigin1 gostermistir [41].
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2.2. Metabolik Miihendislik

Metabolik miihendislik ilk kez 1991 yi1linda Mikrobiyoloji dergisinde tanimlanmis genetigin
bir yan dalidir [3]. Sanayi uygulamalarina yonelik bazi canlilarin metabolik yolaklarinin
manipiile edilmesi olan metabolik mihendislik rekombinant DNA teknolojisine
dayanmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisi ¢ok sayida DNA parcasini tek bir DNA da
birlestirme islemidir. Rekombinant DNA teknolojisi temelde DNA’y1 kesme, ligasyon,
transformasyon, plazmid izolasyonu, PCR gibi araglart kullanmaktadir. Klonlama da
rekombinant DNA teknolojisinde sik kullanilan iglemlerdendir. Rekombinant DNA
olusumunda ilk olarak istenilen gen bolgesi ana organizmadan restriksiyon endoniikleaz
enzimiyle kesilmekte, vektor olarak kullanilacak plazmid de ayni1 enzimle kesildikten sonra
istenilen gen plazmide aktarilmaktadir. Bu elde edilen DNA, rekombinant DNA veya kimera
olarak anilmaktadir. Elde edilen rekombinant DNA bakteri gibi kolay ¢ogalan bir canliya
verilir ve istenilen genin {iriiniinden ¢ok sayida elde edilmis olur (Resim 2.2) [93]. Insiilin,

biiylime hormonu gibi insan i¢in 6nem arz eden maddeler bu yolla iiretilen ilk tirlinlerdendir.

Bakteri Istenilen geni iceren hicre

DNA

: molekala
Bakteri Plazmit

kromozomu
L l®

e
&

Rekombinant
bakteri

%om
3%

Resim 2.2. Rekombinant DNA olusturma basamaklari [94]

Metabolik miihendisligin temel amaci, biyoteknolojik islemlerle {iretim kapasitesini
artirmak, hiicre 6zelliklerini degistirerek toplam verimi artirmak, cevre kosullarini spesifik

olarak genetik kontrol altina almaktir (Resim 2.3.). Belirli sorunlar1 ¢dzmek i¢in biiyiik
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entegre sistemlerde bazi cihazlarin monte edilmesi, kullanilan model organizmalarda
metabolik yolagin daha aktif hale gelmesi i¢in genetik diizenlemeler yapilmast siklikla
kullanilan metodlardir. DNA’nin yapisi, sistem biyolojisi ve canlilardaki metabolik
yolaklarin mekanizmasinin iyice anlasilmasi ve sentetik biyolojideki ilerlemeler sayesinde
metabolik miithendislik de gelismistir. Bu bilim dallarindaki ilerlemeler sayesinde bir {iriinii
elde etmek igin bazi canlilar fabrika hiicre haline getirilmistir [95]. Fabrika hiicreler
metabolik miihendislik ve sentetik biyoloji kullanilarak olusturulmakta veya dizayn
edilmektedir. Bu iki bilim dali hiicresel fenotipin tahmin edilebilmesi i¢in kantitatif ve model
organizmaya bagli ayni biyomiihendislik yontemlerini kullanmaktadir [96]. Ayrica
metabolik miihendislik metabolik yolaklarin akisini etkileyebilen enzimatik reaksiyonlarin
aktivitesini  degistirebilen genetik modifikasyonlar1  kullanmaktadir. Bu  genetik
modifikasyonlar gen silinmesi, yabanci DNA’y1 kodlayan rekombinant DNA kasetinin
verilmesi veya genin yeri degistirilerek ifadesinin  degistirilmesi  seklinde

gergeklestirilebilmektedir [95].

Ana organizmadan
alinan uriin geni

- !.—
Seker m HSA53
g &

_[-

Resim 2.3. Metabolik miihendislikle ana organizmadan alinan genin model organizmada
ifade edilmesiyle istenilen iiriiniin elde edilmesi [3]

Metabolik miihendislik metabolik yolaklarin 1iyi bir sekilde analiz edilmesini de
gerektirmektedir. Metabolik miihendislik daha ¢ok bir fabrika hiicrenin veriminin
artirilmasi, iyilestirilmesi gibi bir amaca sahipken, sentetik biyoloji yeni bagtan fabrika hiicre

olusturmay1 hedeflemektedir.
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2.2.1. Metabolik miihendisligin kullanim alanlar1

Iklimsel degisikliklerin temel sebeplerinden biri olarak goriilen fazla akaryakit tiiketimine
bagli olarak alternatif ve c¢evre dostu akaryakit kaynaklarmin {iretilmesi ihtiyaci
hissedilmektedir. Ayn1 zamanda farkli mevsimlerde olgunlasan bitkilerden masrafli ve zor
kosullarda elde edilen kozmetik frtinlerini, ilaglari, gida renklendiricilerini, besin
kaynaklarin1 elde edebilmek igin alternatif yontemlere ihtiya¢ vardir. Ornegin, kanser
tedavisinde kullanilan bir ilag olan taksoliin 130 kg’1 i¢cin 1000 ton porsuk agaci kabugu
kullanilmakta yani 500 000 porsuk agacinin kesilmesi gerekmektedir. Metabolik
miithendislik yoluyla ana organizmadan bu degerli iiriinleri kodlayan genler alinarak cesitli
genetik modifikasyonlar yapilmis model organizmalara aktarilmakta, daha ekonomik, daha
kolay ve daha fazla miktarlarda istenilen iiriin elde edilebilmektedir. Eski zamanlarda
bitkiler gibi kompleks canlilardan elde edilen pek ¢ok bilesik bugiin metabolik miihendislik

sayesinde bakteriler ve mayalar gibi basit canlilardan elde edilebilmektedir [95].

Bir¢ok biyoteknoloji sirketi ve kimyasal madde iiretimi yapan sirket, laboratuvarlarda
iiretilen basarili arastirmalar1 destekleyerek endiistriyel liretime ge¢mektedir. Bu iiretimler
ise daha ¢evre dostu, daha ekonomik ve klasik kimyasal yontemlerle iiretilen iiriinlerden
daha stin oOzelliklere sahip kimyasallart tercih eden tiiketiciler tarafindan
desteklenmektedir [95]. Endiistriyel biyoteknoloji ve biyomiihendislikteki son yillarda
yasanan gelismeler ve basarili yeni uygulamalar beyaz biyoteknoloji olarak adlandirilan bir
dalin gelismesine yardimci olmustur. Beyaz biyoteknoloji ¢esitli yararli kimyasallar
tiretilmesinde organizmalarin kullanilmasi veya bazi zararli, toksik maddelerin yok
edilmesinde farkli organizmalarin kullanilmasidir. Faydali kimyasal bilesiklerin endiistriyel
olarak iiretilmesi metabolik miithendislik yoluyla {iretilen fabrika hiicrelere olan bagimlilig

artirmaktadir [95].

Metabolik miihendislik kimyasal madde, akaryakit, gida ve eczacilik gibi genis bir
endiistriyel sektor yelpazesini etkileyebilen bir bilim dalidir (Resim 2.4). Bu iiriinlerin
tiretilmesinde ii¢ temel satha bulunmaktadir. Ilk olarak iiriin laboratuvarlarda model
organizmalardan kiiciik 6l¢eklerde elde edilmekte, daha sonra pilot uygulamasi yapilmakta

ve en son olarak da biiyiik 6l¢eklerde endiistriyel olarak iiretilmektedir [95].
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Resim 2.4. Metabolik miihendisligin kullanildig1 endiistri dallar1 [95]

Metabolik miihendislikteki siirekli gelismelerin fabrika hiicrelerin iiretilmesine ve

kullanilmasina olan ilgiyi daha da artiracagi diistiniilmektedir [95].

2.2.2. Metabolik miihendislikte kullanilan model organizmalar ve elde edilen iiriinler

Metabolik miihendislikte kullanilan canlilar fabrika hiicre adimi almaktadir. Bir canlinin
fabrika hiicre olarak kullanilabilmesi i¢in yiiksek osmotik toleransa sahip olmak, ¢evreye az
zararli olmak, genis pH toleransina sahip olmak, genetik olarak kolay manipiile edilebilmek,
genis bir veri tabanina sahip olmak gibi 6zellikleri tasimasi gerekmektedir. Bir fabrika
hiicrenin performansi titre, verim, iiretkenlik gibi kimyasal iiretim 6l¢iitlerine bagli olarak
belirlenir [95]. Metabolik miihendislikte siklikla kullanilan fabrika hiicreler Escherichia coli
ve Saccharomyces cerevisiae ‘dir. Bu mikrobiyal fabrika hiicreler bitki hiicre kiiltiirleriyle
kiyaslandiginda daha hizli bir sekilde ¢ogalmaktadir. Bu durum metabolik miihendislik
caligmalarinda mikrobiyal fabrika hiicreleri tercih eden arastirmacilara kolaylik
saglamaktadir. E.coli metabolik miihendisligin temelini olusturan prensiplerin
gelistirilmesinde, ticari amagli kimyasal madde tiretiminde kullanilmig ve akademik camiada
en ¢ok ¢aligilmis bir tiirdiir. Bu gram negatif bakteri tiirii insan ve diger omurgalilarin kalin
bagirsaginda yasamakta, genetik olarak kolaylikla manipiile edilebilmektedir. E.coli
genomu dizilenen ilk organizmalardandir. E.coli giiniimiizde genellikle farkli
organizmalarin genlerinin klonlanmasinda ve protein sentezinde, ayrica genetik mutasyon
olusturulmus kiitiiphanelerin iiretilmesinde kullanilmaktadir [97]. E.coli karotenoid
iretebilen bir canli olmamasina ragmen son yillarda metabolik miihendislik sayesinde

karotenoid tretiminde de kullanilmaktadir. B-karoten ketolaz (crt W) ve p-karoten
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hidroksilaz (crt Z) genlerinin E.coli’ye verilmesiyle birlikte antioksidan 6zelligi yiiksek bir

karotenoid olan astaksantinin tiretimi saglanmistir [98].

Ayrica E.coli’de B-karoten, likopen, zeaksantin, hidroksi yag asitleri ve serbest yag
asitlerinin sentezi gergeklestirilmistir. Disiik pH toleransi sayesinde kolay kontamine
olmayan Saccharomyces cerevisiae’de siklikla kullanilan fabrika hiicrelerdendir. Yiiksek
derecede homolog rekombinasyon yetenegine sahip olmasina bagli olarak gen kasetlerini
kolayca genomuna alabilmektedir [95]. Hidrokortizon Saccharomyces cerevisiae’de
metabolik miithendislik yoluyla tiretilen ilk rtindiir. Biyoplastik yapiminda kullanilan D-
laktik asit de metabolik miihendislik yoluyla iiretilen maddeler arasindadir [95]. Farnesen,
izobiitanol, bisabolen gibi biyoyakit ve dizel iiretiminde kullanilan bilesikler, squalen gibi
kisisel bakim iirlinlerinde kullanilan maddeler ekmek mayasinda iiretilen diger iirlinlerdir.
Ayrica Saccharomyces cerevisiae B-karoten, astaksantin gibi karotenoidlerin, monoterpen,
sesquiterpen gibi bitkisel izoprenoidlerin, biitirik asit, 1-heksadekanol gibi yag asidi
alkollerinin, biyofarmasotik proteinlerin iiretiminde fabrika hiicre olarak kullanilmigtir

(Resim 2.5.).
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b

Resim 2.5. Metabolik miihendislik yoluyla S.cerevisiae’den elde edilen firiinlerden bazilari
[99]

E.coli ve S.cerevisiae disinda denizlerde yasayan bir alg tiirii olan Dunaliella salina’da

yiiksek miktarda astaksantin ve diger ketokarotenoidlerin iiretiminde 6nemli bir yere sahiptir
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[100]. Chlamydomonas reinhardtii ve Haematococcus pluvialis karotenoid iiretimi yapilan

diger alg tiirlerindendir.

Fabrika hiicreler dizayn, insa ve defalarca test edilme asamalarindan gegerek ortaya
cikarilmaktadir. Dayaniklilik gibi istenilen 6zelliklere sahip bir platform susun se¢ilmesinin
ardindan dizayn asamasinda bu susa istenilen Ozellikleri verecek istenilen {iriiniin
olusturulmasini saglayacak genler platform susa aktarilir [95]. Dizayn asamasinda metabolik
yolak tamamen bastan insa edilebilmekte veya yolakta gbrev alan genlerin ifadesini
etkileyen genetik manipiilasyonlar yapilabilmektedir [95]. Dizayn asamasinda, rastgele
mutasyon, gen ifadesinin ve enzimlerin optimizasyonu, hiicrenin fizyolojisinin
optimizasyonu ve hiicrenin dekore edilmesi gibi islemler gerceklestirilmektedir. Bu islemler
gerceklestirilirken UV veya kimyasallarla rastgele mutasyon olusturma, yiliksek verimli
klonlama, glikozilasyon gibi araglar kullanilmaktadir [95]. Laboratuvarda dizayn edilen sus
defalarca test edilip kiigiik dlgekte laboratuvar tiretiminin ardindan fermentorde biiyiik

Olcekte tiretime gecilmektedir.

Model organizmalardan fabrika hiicre yaratma calismalari sirasinda kompleks 6zelliklerin
bu organizmalara kazandirilmasi gibi zorluklarla karsilasilmasina bagli olarak model
organizma olmayan canlilardan fabrika hiicre yapma girisimlerinde bulunulmustur.
Fotosentetik ve metanotrofik organizmalar karbon kaynagi olarak dogalgaz1 ve
karbondioksidi kullandiklar1 i¢in fabrika hiicre olarak islev gormeleri arastirmacilar i¢in

avantajli bir durumdur.

Temiz enerji kaynaklari, etkili ilaglar ve asilar, uzun 6miirlii, herbisitlere kars1 daha dayanikli
sebze ve meyveler, ¢cevre temizligi ve geri doniisiim sistemleri metabolik miihendislikle
iiretilmeye ¢alisilan diger iirlinlerdir. Metabolik miihendislik ¢alismalar1 yalnizca istenilen
iriinlerin konsantrasyonunu artirmamakta ayni1 zamanda {irliniin ticari ve besinsel degerini
artirmaya yarayan farkli canlilara ait metabolik yolaklar1 da kullanilabilir hale getirmektedir.
Ornegin; sikimik asit, mevalonat ve non mevalonat yolag1 terpenoidler, alkoloidler,
flavonoidler ve antosiyanin gibi farkli simiflarda bulunan bilesiklerin sentezlenmesinde
gorev almaktadir [101]. Bu bilesikler yapisal olarak ¢ok farklilik gostermelerine ragmen,
farmasotik, nutrasotik, parfim, tatlandirici, boya ve pestisit iiretiminde ayni derecede ticari

oneme sahip bilesiklerdir.
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Metabolik miihendislikle fabrika hiicrelerde iiretilen bu bilesiklerin iiretiminde hiicrede
gorev alan temel bilesik asetil-CoA bilesigidir. Asetil CoA hiicrede endiistriyel birgok
iirliniin tiretilmesinde 6ncli madde gorevi yapan hiicre metabolizmasimin ana bilesigidir.
Asetil CoA bilesigi tiyoester baglariyla birbirine bagli asetik asit ve koenzim A’dan
olusmaktadir [102]. Asetil gruplarinin aktarilmasinda araci bir molekiil olarak gorev
yapmaktadir. Asetatin aktif formu olan asetil CoA S.cerevisiae’de sitozol, peroksizom,
mitokondri ve niikleusta aktif olarak rol almaktadir. Hiicrede trikarboksilik asit (TCA)
dongiisiinde ATP, aminoasit, niikleotit bazlar1 ve porfirinlerin sentezinde 6ncii madde olarak
gorev yapmaktadir. Asetil CoA hiicrede yag asitleri, 1-biitanol, polihidroksialkoller,
poliketidler ve izoprenoidler gibi birgok biyoteknolojik {irliniin sentezinde temel bilesik
olarak rol almaktadir (Sekil 2.3.) [102].
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Sekil 2.3 Asetil CoA bilesiginin yer aldigt TCA dongiisii ve bu bilesikten iiretilen
biyoteknolojik tirtinler [95]

Metabolik miihendislikle elde edilen firiinlerin verimini artirabilmek ic¢in kullanilan

metabolik yolagin daha aktif hale getirilmesi, ifade edilen heterolog genlerin kodon

aktivitesinin artirilmasi, genlerin ifadesini artirmak i¢in farkli promotor kullanilmasi veya

cok kopyal1 genlerin kullanilmasi alternatif yontemlerdendir. Ayrica ilgili yolagi inhibe eden

diger metabolik yolaklarin baskilanmasi veya Asetil CoA’nin ilgili yolaga yonlendirilmesi

uygulanabilecek ekstra metodlardir.

2.3. UV Mutajenez

Ultraviyole 15181 hiicrede DNA’da hasarlar olusturmak, mutasyonlar: tetiklemek ve tlimor

olusumunu baslatmak gibi genotoksik etkilere sahiptir. UV 1518in1n temel kaynag giines ve
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solar sistemden gelen UV dir. UV 15181 dalga boylarina gore ti¢ sinifa ayrilmaktadir. Bunlar
UVA (320-400nm), UVB (290-320nm), UVC (200-290 nm)’dir [103]. UVB 6zellikle deride
karsinojen etkisi yaratmaktadir. DNA’nin genetik materyal olarak kabul edilmedigi yillarda
UV’nin hiicrede letal etkiler yaratabildigi saptanabilmistir. UV’nin etkisiyle DNA’da
genellikle ayni iplikte siklobiitan pirimidin dimeri ve 6-4 pirimidin pirimidon fotoiiriini
olusmaktadir (Sekil 2.4.). DNA’nin dogrudan absorbe ettigi UV 1sininin dalga boyu DNA’da
hasar olusturma da etkili bir faktordiir. Genellikle 260 nm en yiiksek siklobiitan pirimidin
dimeri ve 6-4 pirimidin pirimidon fototiriiniin gortldigi dalga boyudur [103]. Siklobiitan
pirimidin dimeri ve 6-4 pirimidin pirimidon fotoiiriinii genellikle DNA’da birikerek UV’ye
bagli mutasyonlarin olusmasina neden olmaktadir [104]. Siklobiitan pirimidin dimeri
olusumu sirasinda UV dort tiyeli siklobiitil halkasi olusumu i¢in aynt DNA zincirindeki
komsu pirimidinler arasinda 5,6 nolu karbonlarin ¢ift bag1 {lizerinde harekete gecerek
siklobiitan pirimidin dimeri olusumunu tegvik etmektedir. 6-4 pirimidin pirimidon yapist iki
komsu pirimidinin C-6 ve C-4 atomlar1 arasinda olugsmaktadir. Cogunlukla 5> CC 3’ ve 5’

TC 3’ seklinde gerceklesmektedir [104].

5’

O, H
G

Hzci/\o)/ S

H3

(b) 6-4 fotoiiriin

(a) Siklobiitan pirimidin dimer

Sekil 2.4. UV’nin DNA’da olusturdugu hasarlardan siklobiitan pirimidin dimeri ve 6-4
pirimidin pirimidon fotoiiriiniin olusumu [104]

UV tarafindan dimerin 3’ pozisyonunda fotoiiriinlerin karsisina yanlis bazlar eklenmektedir.

Pirimidin dimerleri heliks yapisin1 bozmakta ve SOS sistemini aktiflestirmektedir. SOS
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sistemi hiicrede agir mutasyonlar varliginda hiicrenin apoptozdan kurtulmak icin
etkinlestirdigi bir sistemdir. SOS genleri 6zellikle DNA’nin replikasyonunu durduran
etkenler tarafindan aktiflestirilmektedir. UV’ nin DNA’da olusturdugu mutasyonlar arasinda
C-T transisyonu en sik rastlanandir ancak transversiyon, cerceve kaymasi, biyiik
duplikasyonlar ve delesyonlarda olusabilmektedir. Riboflavin, triptofan ve porfirin gibi bazi
kiiclik molekiiller tarafindan olusturulan serbest oksijen radikalleri radyasyona maruz kalmig
hiicrelerde UV’nin etkisiyle oksidatif strese de neden olabilmektedir. Serbest oksijen
radikalleri DNA’da 8-hidroksiguanin ve timin glikol olusumu veya zincir kiriklar1 gibi
hasarlara sebep olmaktadir [105-107]. Serbest oksijen radikalleri hiicrede DNA sentezinde
kullanilan niikleotid havuzundaki niikleotidleri oksitleyerek 8-hidroksideoksiguanozin-
trifosfat (BOH-dGTP) gibi niikleotidlerin olusumunu etkilemektedir. Bu sekilde olusan
oksidatif DNA ve niikleotidler mutajen olarak tanimlanmaktadir. UV’den kaynaklanan
kanser ile ilgili genlerdeki mutasyonlar DNA replikasyona girmeden Once
onarilmamaktadir. Bu nedenle DNA onarim mekanizmalart UV’nin mutajenik etkisinin
oniine ge¢ilmesinde 6nemli bir faktordiir. Xeroderma pigmentosum ve Cockayne sendromu
gibi bazi genetik hastaliklarda DNA onarim mekanizmalar: hasarli oldugu i¢in UV 15181na
kars1 asir1 hassasiyet s6z konusu olabilmektedir. Cilt kanseri gibi bazi hastaliklarda ise UV
tarafindan olusturulan pirimidin dimerlerini saptayip DNA onarim mekanizmalarini
aktiflestiren p53 ve pl6 tiimor baskilayict genlerde mutasyon s6z konusudur. Bu genlerde
mutasyon olmasit durumunda DNA’daki pirimidin dimerleri diizeltilememekte, DNA
replikasyonu hatali bir sekilde gerceklesmekte, bu da yavru hiicrelere hatali DNA
aktarilmasina sebep olmaktadir (Sekil 2.5.) [93].
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Sekil 2.5. UV tarafindan olusturulan mutasyonun yavru hiicrelere aktarilmasi [108]

UV maruziyetinden sonra hiicrede guaninin adeninle transisyonu, sitozinin timinle
transisyonundan daha fazla goriilen bir durumdur. E.coli hiicrelerinde 6-4 pirimidin
pirimidon fototirlinii daha sik goriiliirken, memeli hiicrelerinde pirimidin dimerleri daha ¢ok
goriilmektedir. UV’den kaynakli pirimidin dimerleri genelde DNA’da sicak bolge olarak
bilinen yerlerde yogun olarak bulunmaktadir. UV genellikle DNA’da birbirine komsu olan
iki pirimidini etkilemektedir.

UV tiirleri DNA’da farkli hasarlara yol agabilmektedir. UVB daha ¢ok deri hiicrelerinde
siklobiitan pirimidin dimerleri ve 6-4 pirimidin pirimidon fotoiiriiniiniin olusumunu
tetiklemektedir. Memeli hiicreleri i¢in siklobiitan pirimidin dimerleri en biiylik mutajenik
etkiye sahiptir. Clinkii siklobiitan pirimidin dimerleri DNA’nin yavas onarilmasina, onarim
esnasinda mutasyonlu bolgelerin atlanilmasina sebep olabilmektedir [109-111]. DNA’da
olusan siklobiitan pirimidin dimerlerinin %80’1 UVB tarafindan olusturulmaktadir.
UVA’nin ise daha ¢cok DNA’da hasar olusturan serbest oksijen radikallerinin olusumunu
indiikledigi bilinmektedir. Ayrica UVA’nin kemirgen hiicrelerinde siklobiitan pirimidin
dimerlerinin olusumunu etkiledigi bulunmustur. UVA hiicrede flavin igeren oksidazlari
aktive ederek veya demir depo proteininden serbest demir iyonlarmi salarak H20:
olusumunu da tetiklemektedir [112]. Guanin timin arasinda transversiyon UVA etkisinde

siklikla goriilmektedir. Guanin adenin ve sitozin timin transisyonlar1 da goriilebilmektedir.
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Tekli delesyon ve insersiyonlar UVA etkisinde en az goriilen mutasyon gesitleridir [112].
UVB ise UVA’dan daha fazla guanin adenin ve sitozin timin dimerlerine sebep olmaktadir.

Tek bazda olusan delesyon ve insersiyonlar ise UVB etkisinde en az goriilen mutasyonlardir.

UV hiicrede farkli bolgelerde farkli derecelerde mutasyonlara sebep olmaktadir (Resim 2.6.).
Hiicrede lamina bolgesi LINE dizileri (uzun dizi tekrarlari) ve lamina bolgesindeki kanserle
iliskili genler UV’den kaynakli mutasyonlara daha agiktir [113]. Okromatin bélgesinde

mutasyon goriilme olasiligi azalmaktadir.

v
(. T
Laminler
———— LINEler ve kanser iliskili genler
———  Okromatin
w DNA Hasar1
B Yiiksek mutasyon orani
: ] Diisiik mutasyon arani

Resim 2.6. UV’ye bagli DNA hasarlar1 ve mutasyonlarin hiicrenin farkli bdlgelerine gore
dagilimi [113]

2.4. Saccharomyces cerevisiae (Ekmek Mayasi)

Saccharomyces cerevisiae meyvelerde, ciceklerde veya seker igeren herhangi bir ortamda
yasayabilen tek hiicreli bir maya tiiriidir. Ayn1 zamanda maya hiicreleri deri yiizeyinde
yasayabilmekte, sicak kanli hayvanlarla simbiyoz veya parazitik bir yasam siirebilmektedir.
Bazi maya tiirleri ise siyanobakteri ve yesil alglerle mutualist yasayarak likenleri
olusturmaktadir. Maya hiicreleri ekstrem kosullarda yasamay1 basarabilmektedir. 55 °C
sicakliga kadar dayanabilmekte, 12-40 °C sicaklikta cogalabilmektedir. 2-8 arasinda pH
degerlerine tolerans gosterebilmektedir. Maya hiicreleri %20 alkol konsantrasyonu ve 3 M

seker konsantrasyonuna dayanabilmektedir [114]. Ancak gelisme gosterdikleri ortamlar
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genellikle inorganik tuzlar ve karbonhidrat iceren hafif asidik besiyerleridir. Bakterilere
karst dogal bir korumanin saglanmasi icin besiyeri pH’sinin 3,5-5,4 araliginda asidik
diizeyde olmas1 gerekmektedir. Ureyebilmeleri icin organik karbon gerekmektedir. Karbon
kaynag1 olarak da basit sekerleri, organik yag asitlerini ve bazi polimerik bilesikleri

kullanabilme 6zelligine sahiptirler.

S.cerevisiae eski zamanlardan beri pirincin, bugdaym ve arpanin sekerini fermente ederek
alkollii iceceklerin {iretilmesinde ve ekmek yapiminda hamurun kabarmasi ig¢in
kullanilmaktadir. Ayrica %50 protein icermesine ve folik asit, niasin ve B vitamini agisindan
zengin olmasina bagli olarak vitamin destegi olarak tiiketilmektedir [115]. Hamur yapimi
esnasinda mayanin yaptig1 fermentasyon sonucu etanol ve karbondioksit olusmaktadir.
Olusan etanol buharlasmakta karbondioksit ise kiiciik baloncuklar i¢inde tutulmakta ve
bunun sonucunda da hamur kabarmaktadir. Alkollii icecek {liretiminde iSe mayanin
fermentasyonu dogal yasam alani olan {iziim baglarinda baslamistir. Bugiin hala baz1 sarap
ireticileri dogal suslar1 kullanmaktadir. Giinlimiizde daha modern fermentasyon ve
izolasyon yontemleri tercih edilmektedir. Ancak ticari olarak kullanilan maya tiirleri
endiistriyel verimliligi arttirmak igin yapilan genetik modifikasyonlardan dolay1r dogal
habitatlarda bulunan yabani maya tiirlerinden farklilik gdostermektedir. Bazi endiistriyel
mayalarda sentezlenen toksik bir madde, bu o0zellige sahip olmayan mayalar igin
oldiiriiciidiir. Ozellikle bira sektoriinde karsilasilan bu problem biranin olusumunu
durdurmakta ayn1 zamanda biraya koétii bir tat vermektedir. Fermantasyon islemi bir seri
tankin i¢inde aerobik kosullarda mayalara serbest oksijen veya hava verilmesi ile
gerceklestirilir. Fermantasyon sektoriinde istenmeyen maya tiirleri ortama girdiginde liriiniin
kalitesi diisebilmektedir. Bunun icin bagisiklik kazanmis maya suslar1 olusturulmaktadir.
Endiistriyel alanda kullanilan mayalar bazi karakteristik 6zellikleri tasimaktadir. Sekeri
yiiksek diizeyde kullanabilmek, yiiksek sicakliga dayanabilmek, alkol {iretiminin fazla
olmasi, iyl bir aroma olusturabilmek, fermantasyonu hizli gerceklestirmek ve genetik
stabilitesinin yiiksek olmasi bu 6zelliklerden bazilaridir. S.cerevisiae saatte yaklasik olarak
kendi agirligi kadar glikozu fermente edebilmektedir. Normal kosullar altinda S.cerevisiae
%18 alkol iiretebilmekte, %15-%16’s1 etanolden olusmaktadir. igki yapiminda siilfiir dioksit
gibi kimyasallar da kullanilabilmektedir [115].

S.cerevisiae benzeri diger bir maya tiirii olan Candida albicans agizda, vajinada ve intestinal

sistemde sikga goriilmektedir [115]. Insan viicudunda dogal olarak yasayabilmekte ve
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herhangi bir enfeksiyona sebep olmamaktadir. Ancak baz1 durumlarda hasta kisilerde veya
bebeklerde enfeksiyona sebep olabilmektedir. Agiz icinde Candidiasis ad1 verilen mukozal
yaralar ve tahribatlara sebep olan bir hastaligin etkenidir [115]. Ayrica vajinada vajinitis
hastaligina, AIDS’li ve kemoterapi alan hastalarda da cesitli enfeksiyonlara sebep
olabilmektedir.

2.4.1. Saccharomyces cerevisiae’nin evrimsel kokeni

MO.4000’li yillardan beri ekmek ve bira yapiminda kullanilan maya, insan i¢in énemli bir
organizmadir [97]. Bira iiretimi bundan bin y1l 6nce bugiin Irak topraklar: olarak bilinen ve
o yillarda bugday iiretiminin anavatani olan Mezopotamya topraklarinda baslamistir [115].
Piire haline getirilen bugday, fermentasyon i¢in gerekli aletlerin kullanilmasi ve maya
suslarinin kiiltiire alinmasiyla bira yapiminda kullanilan en eski materyal olmustur. Louis
Pasteur zamanina kadar maya kolonileri saflastirilip izole edilememistir. Ancak Avrupali

bira iireticileri tarafindan S.cerevisiae izole edilebilmistir.

Maya hiicreleri bes siniftan olusan sistematik ekolline goére mantarlar alemine aittir (Sekil
2.6). Hiicre duvarmin kitinden olusmasi ve peptidoglikan icermemesi, hiicre zarndaki
lipidlerin ester bagiyla birbirine bagli olmasi ve diger mantarlar gibi fotosentez yapamamasi
mantarlar alemine ait oldugunu gostermektedir. Ayrica zarla ¢evrili bir ¢ekirdeginin ve zarh

organellerinin bulunmasi mayalarin 6karyotik canlilar oldugunu gostermektedir [97].

Sekil 2.6.0karyotik canlilar arasinda mayalarin evrimsel konumu [116]
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16S rRNA kullanilarak yapilan sistematik ¢alismalarina gore mantarlar Chytridiomycetes,
Zygomycetes, Glomeromycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes siniflarindan olugmaktadir.
Saccharomyces, Candida ve Neurospora gibi en ¢ok bilinen maya tiirleri Ascomycetes
siifina ait cinslerdir [117]. Ascomycetes sinifi isimlerini yapisinda bulundurdugu askus
denilen spor keselerinden almaktadir. Bu spor keseleri igerisinde sekiz adet askospor
olusmaktadir ve bu askosporlar mayalarin eseyli iiremesinde rol almaktadir [117].
Ascomycetes’lerin ekolojik rolleri 6lii bitki materyallerinin ilkin parcalayicilari olmalar1 ve
orman agaclart ile ektomikorizal etkilesim gostermektir. Ayristiricilar  olarak
Ascomycetes’ler yaprak, aga¢ pargalart ve diger olii bitki kisimlar1 gibi 6lii organik
bilesiklerin pargalanmasina ve bu onemli bilesiklerin tekrar dogal dongiiye girmelerine
yardimci olmaktadir. Pek cok maya basit inorganik besinleri kullanarak kendi aminoasit, yag
ve vitaminlerini sentezleyebilmektedir. Cogu maya fakiiltatif aerobtur ve fermentatif

metabolizma ve aerobik metabolizmaya sahiptirler [117].

S.cerevisiae, S.kluvyeri tirti ile yakin akrabadir. Saccharomyces carlsbergensis ve
Saccharomyces bayanus tiirleri S.cerevisiae ile yakindan iliskili bira ve sarap yapiminda

kullanilan maya tiirleridir [115].

2.4.2. Saccharomyces cerevisiae’nin hiicresel yapisi ve hayat dongiisii

Maya hiicreleri bakteriyel hiicrelerden biiyiikliigii, niikleus ve sitoplazmik vakuollerinin
bulunmasi ve hiicre duvarinin gram boyasi ile boyanmamasi gibi 6zelliklerle farklilik
gostermektedir. Kiire ile silindir arasinda farkli sekillerde ve boyutlarda olabilen maya
hiicreleri, tekli, ikili veya kisa zincirler ve topluluklar halinde bulunabilmektedir [97]. Hiicre
duvarlari sert yapilidir. Kitin disinda glukan ve mannan bulunmaktadir. Periplazmik aralikta
hidrolitik enzimler bulunmaktadir [114]. Hiicre zari ikili fosfolipid tabaka ve gesitli
proteinlerden olugsmaktadir. Cekirdegin i¢inde g¢ekirdek¢ik bulunmakta, depo ve sindirim
organeli olarak vakuol gorev almaktadir. Salgi yapma gorevini endoplazmik retikulum ve
golgi aygit1 ustlenmistir. Mitokondri  oksijenli solunumu, peroksizom oksidatif
degradasyonu gergeklestirmektedir. Tipik dkaryot hiicre yapisina sahip olan maya hiicreleri

151k mikroskobuyla goriilebilmektedir.

Maya hiicrelerinin nesillerini devam ettirmeleri eseysiz ve eseyli {ireme ile

ger¢eklesmektedir. Besin kaynaklarinin bol oldugu durumlarda tomurcuklanma denilen
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eseysiz tireme goriillmektedir (Resim 2.7.). Hiicrenin boliinmesiyle genetik a¢idan ayni olan
iki yavru hiicre olusmaktadir. Cekirdek boliinmesinin ardindan hiicre duvart olusumu
gergeklesmekte, son olarak hiicrelerin ayrilmasi goriilmektedir. Haploid fazdaki hiicrelerin
tomurcuklanarak eseysiz liremesi sirasinda diploid faza gore daha fazla hiicre olugmaktadir.

Bir hiicre 20-30 defadan daha fazla tomurcuk iiretemez. Ana hiicrenin yas1 da

tomurcuklanma sayisini belirleyen faktorlerdendir [115].

Resim 2.7. Tomurcuklanan maya hiicresinin 151k mikroskobundaki goriintiisii [117]

Eseyli iremede ise haploid ve diploid fazin birbirini takip ettigi bir dongili s6z konusudur
(Sekil 2.7.). Besin kaynaklarinin az oldugu durumlarda diploid hiicrenin mayoz bdliinme
gecirmesiyle dort tane genetik yapisi birbirinden farkli olan yavru haploid hiicre
olugmaktadir. Haploid hiicreler MAT a ve MAT o olmak iizere iki forma sahiptir. Hiicrenin
MAT a veya MAT a olacag: tiglincii kromozomdaki MAT (mating type=eslesme tiirii)
lokusundaki aleller tarafindan belirlenmektedir [114]. MAT a lokusu a; transkripsiyonel
faktoriinii kodlarken, MAT o lokusu a1 aktivatorii ve oz baskilayici faktoriinii kodlamaktadir.
Haploid hiicreler peptid feromonlar iireterek eslesmeyi saglamaktadir. Eseysel iletisimde
feromon sinyal alma yolag1 biiyilk oneme sahiptir. Bu yolakta G proteinine benzeyen
feromona 6zgii reseptorler bulunmakta ve bu reseptorler a ve a faktorii baglayabilmektedir.
A ve o faktorii’nilin reseptorlere baglanmasiyla hiicre dongiisiinde degisiklikler olmakta

hiicre boliinmeye hazirlanarak G fazina girmektedir [114].
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Sekil 2.7. S.cerevisiae nin hayat dongiisii [114]

Dogada maya hiicreleri genelde diploid olarak bulunmaktadir. Ciinkii bu sekilde 6nemli
genlerin mutasyona ugrayip letal etki yaratmasimin 6niine gegilmektedir. Nitrojen eksikligi
gibi durumlarda maya hiicreleri spor liretmeye baslamaktadir. Sporlar u¢ kosullarda hayatta
kalabilmektedir. Genomda biriken mutasyonlarin temizlenmesi i¢in sporulasyon tercih
edilen bir yontemdir [114]. Mayozla alellerin yeni bir kombinasyonu olusturularak gesitlilik
saglanmaktadir. Baz1 durumlarda ise haploid sporlar farkl: tetratlara ait hiicrelerle esleserek

genetik cesitlilik oranini artirmaktadir [114].

Cizelge 2.8. Haploid ve diploid maya hiicrelerinin biiyiikliigii ve igerigindeki farkliliklar

[115]

Ozellik Haploid Hiicre Diploid Hiicre
Hacim(um?®) 70 120
Yas Agirhik 60 80
Kuru Agirlik 15 20
DNA 0,017 0,034
RNA 1,2 1,9
Protein 6 8
Lipit 0,6 0,8

Normal laboratuvar kosullarinda S.cerevisiae 90 dakikada kendisinin iki kat1 kadar hiicre

olusturmaktadir. Bu silire minimal besi yerinde 140 dakikay1 bulmaktadir.




35

2.4.3. Saccharomyces cerevisiae’nin genetik yapisi

Saccharomyces cerevisiae’nin ¢ekirdek genomu biiyiikligii 200-2200 kb arasinda degisen
16 adet kromozomdan ve 13 milyon bazdan olusmaktadir. Ayrica 2 pm ¢apinda bir plazmidi
ve mitokondriyal DNA’s1 bulunmaktadir. Haploid genom 12 500 kb biiyiikliigiindedir. Maya
kromozomlar yiiksek Okaryotlarinkinden daha basit olmak iizere telomer ve sentromer
bolgeleri icermektedir. 1996 yilinda mayanin tim genomu dizilenmis, Saccharomyces
cerevisiae genomu dizilenen ilk Okaryot canli olmustur [114]. Genom dizilemesinin
ardindan mikrodizilim(mikroarray), sirali gen ifadesi analizi (SAGE), kapsamli gen islevi
analizi, iki boyutlu protein haritalari, protein-protein etkilesimleri ve proteinle ilgili
yontemler olmak {izere molekiiler biyoloji arastirmalarinda kullanilan pek ¢ok arag gereg
kesfedilmistir [97]. Maya genomunun yaklasik olarak 6200 gen igerdigi bunlarin yaklasik
5800’niin protein kodlayan gen oldugu tespit edilmistir. Genlerin tek tek etkisini gorebilmek
icin delesyon islemi uygulanmistir. Saccharomyces cerevisiae genomu diger tek hiicreli
canlilarin genomuyla kiyaslandiginda daha siki bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir.
Maya genomunun %72’si kodlanan bdlge iken insan genomunun sadece %?2’si sifre
vermektedir [115]. Maya genlerinin %30’unun fonksiyonu deneysel c¢alismalar ile
belirlenmistir. Ancak %70’nin fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Bu genlerin maya
veya diger organizmalardan alinan fonksiyonel gen lirtinlerini yapisal olarak kodlayan genler
veya karakterize edilen proteinlerin kodlanmasini saglayan genler oldugu diisiintilmektedir
[115]. S.cerevisiae genomunun 140 adet rRNA, 40 adet sSnRNA ve 275 adet tRNA geni
icerdigi Dbilinmektedir [118]. Maya genomunda iki gen arasi bdlge 200-1000 bp
uzunlugundadir. Ayrica hareketli DNA elementleri, retrotranspozonlar farkli S.cerevisiae
suslarinda farkli pozisyonlarda bulunabilmektedir [115]. Mitokondriyal DNA mitokondri
translasyon mekanizmasinda gorev alan genleri kodlamakta, mitokondri proteinlerinin
yaklasik %15’ini kodlayabilmektedir (Sekil 2.8.) [115]. Petit olarak bilinen mutantlarda
solunum metabolizmasinda gorev alan sitokrom b, sitokrom oksidaz, ATP sentaz gibi
enzimleri kodlayan genler bulunmamaktadir. Buna ragmen petit mutantlar hayatta
kalabilmekte, morfolojik olarak normal olmayan bir mitokondriyle hayatlarini
stirdiirebilmektedir. Ancak metabolizmalar1 cok yavaslamaktadir. Hayatta kalmay1 saglayan
genlerin ¢ogu kromozomal DNA tarafindan kodlandigi icin mitokondriyal mutasyonlar
canliy1 ¢cok fazla etkilememektedir. Fermentasyon i¢in gerekli olan besin maddelerinin
bulunmadigi, sadece gliserol veya etanol gibi karbon kaynaginin bulundugu besi yerinde

mayanin biiylitiilmesi mitokondrisinde hasar olup olmadigmi anlamak i¢in kullanilan
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yontemlerdendir. 2 um c¢apindaki halkasal plazmid ¢ogu S.cerevisiae susunda
bulunmaktadir. cir susu mutantlarinda 2 pm plazmid bulunmamaktadir. Ancak bu plazmidin
fenotipte go6zlenebilen bir etkisi yoktur [115]. Fakat kromozomal nib 1 genindeki
mutasyonla birlikte bu plazmidin eksikligi biiyiimeyi durdurmaktadir.
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Resim 2.8. Saccharomyces cerevisiae’nin mitokondriyal kromozom yapisi [119]

S.cerevisiae ayrica 20 S tek iplikli RNA igermektedir. Bu RNA, RNA bagimli RNA
polimeraz tarafindan sentezlenmekte, bagimsiz bir sekilde replike olmakta ve Mendel

kalittmina uymayan bir sekilde yavru hiicrelere aktarilmaktadir [115].

Maya genleri genelde ii¢ harf ve bir rakamdan olusan bir sistemle adlandirilmaktadir. Yabani
sus genleri genelde biiyiik harfle ve italik olarak yazilirken, ¢ekinik mutant genler kii¢iik
harflerle italik olarak yazilmaktadir. Ornegin, TPS1 (trihaloz-6- fosfat sentaz geni) bir yabani
tip gen iken tpsl ¢ekinik mutant gendir. Bir marker kullanilarak bir gen siliniyorsa bu
durumda silinen genin yanma A isareti konur ve iki tane iki nokta st iiste konularak
kullanilan markerin ad1 yazilir [114]. Ornegin, tps1A::HIS3 seklindeki gsterim tps1 geninin
histidin 3 marker geniyle silindigini gostermektedir. Genlerin bir de sistematik adi
bulunmaktadir. Bu sistematik adlandirmaya gére maya kromozomlar1 alfabedeki harflerle
simgelenmistir. Basta maya adinin Ingilizce karsilig1 olan "yeast" kelimesinin bas harfi Y,
ardindan kromozom numarasi harf olarak gosterilmekte, kromozomun sag veya sol kolunu
gostermek i¢in L veya R harfi kullanilmaktadir. Sonra genin sentromere olan uzakligin
gostermek i¢in santimorgan cinsinden {i¢ tane numara ve Watson veya Crick ipligi dedigimiz
DNA’nin hangi ipliginde oldugunu gosteren W veya C harflerinden biri konularak genin
sistematik ad1 olusturulmaktadir [114]. Ornegin, TPS1 geninin sistematik adi YBR126C dir.
Mitokondriyal genlerde isimlendirilirken bu sistem kullanilmaktadir. Gen adinin baginda mt

sembolii yer alabilmektedir.
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Bir¢ok vektor mayanin genomunda insersiyon, delesyon ve genlerin ifadesi igin
kullanilabilmektedir [115]. Bir¢ok plazmid mayada mekik vektdr gérevi yapmaktadir. Bu
plazmidler E.coli’den elde edilmekte mayanin genomunda amplifikasyonda gérev almakta,
genetik bilesenlerin yer degistirmesinde rol almaktadir. En yaygin olarak kullanilan maya
vektorleri pBR322 plazmidinden koken almaktadir [115]. Bu plazmid replikasyon bdlgesi
ve diren¢ genlerinden olusan markerlar igermektedir. Baz1 genetik markerlar ise oksotrofik
mayalar olugsmasini1 saglamaktadir. Siklikla kullanilan marker genler HIS3, URA3, TRP1,
LEU2, LYS2, ADE2 gibi markerlardir. Maya genomunda bazi genlerin etkisini artirmak veya
yok etmek i¢in baz1 mutasyonlar yapilabilmektedir. Mutasyonlarin fenotipe etkisi bir genin,
proteinin veya metabolik yolagin aktivitesi tizerinden gozlemlenebilmektedir. Mutantlarin
bulunmasinda selektif besi yerine ekilmis suslar taranmakta ve renk veya biiylime farkliligi
gosteren kolonilerin mutant oldugu anlagilmaktadir. Genetik analiz veya gen sekanslama
yontemleriyle de mutant suslar bulunabilmektedir. Laboratuvarda W303-1A, S288C,
S1278b, SK1, BY4741 suslari siklikla kullanilan suslardandir.

2.4.4. Model organizma olarak Saccharomyces cerevisiae

Icki ve ekmek endiistrisinin yani sira Saccharomyces cerevisiae molekiiler biyoloji ve
genetik ¢alismalart i¢in ideal bir model organizmadir. Ticari 6neme sahip proteinlerin
tiretilmesinde, ilag taramasi ve fonksiyonel analizlerde ve yiiksek Okaryotik canlilarda
uygulanamayan islemlerin uygulanabilmesinde siklikla kullanilan bir model organizmadir.
S.cerevisiae nin model organizma olarak popiiler olmasini saglayan bazi 6zellikleri vardir.
Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin, diger karyot organizmalarla kiyaslandiginda daha
kisa bir yasam dongiisii vardir. Basit kiiltiir ortaminda tireyebilmeleri mayalarin ekonomik
canlilar oldugunun kanitidir [97]. Kati agar iizerine ekim yapildiginda kolaylikla secilebilen
fenotipik olarak tarama imkan1 veren ayri koloniler halinde tiremekte bu durumda maya ile

calisan aragtirmacilarin isini kolaylastirmaktadir (Resim 2.8.).
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Resim 2.9. Genetik olarak modifiye edilmis Saccharomyces cerevisiae’nin kat1 agar
tizerinde olusturdugu koloniler [6]

Insan saghig: iizerine toksik etkileri yoktur. Bundan dolay1 genel olarak giivenilir kabul
edilen (GRAS) organizma statiisiindedir. Gerektiginde haploid olarak {ireyebilmeleri,
mutasyon ¢alisan aragtirmacilara kolaylik tamimaktadir [97]. Tek hiicreli birgok
organizmanin aksine Saccharomyces cerevisiae oldukga stabil bir haploid ve diploid sathaya
sahiptir [115]. Bu sayede ¢ekinik mutasyonlar kolayca izole edilebilmektedir. Genetik
olarak kolay manipiile edilebilen Saccharomyces cerevisiae hiicreleri kolay kontamine
olmazlar. Genomunun tamaminin sekanslanmasi Saccharomyces cerevisiae’nin kullanildig
genetik caligmalara dayanak olusturmaktadir. Besi ortaminda antibiyotik kullanilmadigi igin
daha ¢evre dostu organizmalardir. Eski zamanlardan beri kullanilan bir organizma olmasina
bagli olarak hakkinda genis bir veri taban1 vardir. Ayrica bir¢cok hastalik ve tiirler arasinda
iyi korunmus metabolik islemlerin ¢alisilmasi i¢in uygun bir organizmadir. Saccharomyces
cerevisiae DNA’s1 yiiksek derecede transformasyona agik bir DNA’dir. DNA’sinimn
transformasyona acik olmasi sayesinde bir¢cok gen klonlama ve genetik miihendisligi teknigi
kolayca uygulanabilmektedir. Plazmidin genoma dogrudan entegre edilmesi de maya
caligmalarinda sik¢a kullanilan bir yontemdir. Homolog rekombinasyon olaymnin maya
genomunda sik¢a yasanmasina bagli olarak transforme edilen gen kaseti genoma kolayca
entegre olabilmektedir [115]. Transformasyon birgok sentetik oligoniikleotidin, birgok
protein formunun sentezlenmesi igin elverisli bir yontemdir. Gelistirilen bu genetik
yontemler gen regililasyonunun anlasilmasinda, proteinlerin yapi-fonksiyon iliskisinin
saptanmasinda, kromozom yapist ve hiicre biyolojisine dair diger sorunlarin
aydinlatilmasinda kullanilmaktadir. Bliyiik DNA fragmentlerinin klonlanmasinda yapay
maya kromozomlari (YAC) kullanilmaktadir. DNA’sinda bir¢ok marker tasiyabilmektedir.

Maya genomuyla yapilan genetik calismalarda siklikla kullanilan bir¢ok gen ve promoter
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vardir. Bu genlerin bazilar1 6zellikle segilirken, bazilari istege bagli olarak plazmid olarak
suslara verilmektedir. URA3 ve LYS2 bu genlerdendir. URA3 ve LYS2 urasil ve lizin
aminoasitlerinin iiretilmesini saglayan hem pozitif hem de negatif seleksiyon 6zelligine
sahip genlerdir [115]. Pozitif seleksiyon ura3 ve lys2 mutantlarinin segici besiyerinde
iiremesinin gozlenmesiyle, negatif seleksiyon ise 5-floro-orotik asit ve a-aminoadipik asit
retilmesiyle selektif besiyerinde protrofik suslarin biiyiimesinin engellenmesi seklinde
gerceklesmektedir. ADEL, ADE2, GAL1 promotoru, lacZ promotoru siklikla kullanilan diger

genler ve promotorlardir.

S.cerevisiae’ye benzer bir tiir olan béliinerek gogalan Schizosaccharomyces pombe de model
organizma olarak kullanilabilmektedir. Ancak Schizosaccharomyces pombe’nin genomu

¢ok iyi karakterize edilememistir [115].






3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Calismamizda Gazi Universitesi biinyesinde bulunan:

HPLC (Agilent 1200 series, ABD)
Speedvac (Christ, Almanya)
Calkalayici (Biobase, Cin)
Santrifiij (Heraeus, Almanya)
Spektrofotometre (Tetra, Tiirkiye)
Su banyosu (Thermofisher, ABD)
Inkiibator (Dathan, Kore)

Otoklav (Tomy, Japonya)

Ceker ocak (Telstar, Ispanya)
Hassas terazi (Isolab, Almanya)
Manyetik karistirict (Thermoscientific, ABD)
-80 °C buzdolab1 (Labfreeze, Cin)
+4°C buzdolabi (Ariston, Tiirkiye)
Liyofilizator (Christ, Almanya)
Vorteks (Velp Scientifica, italya)

Distile su cihazi1 (Merck Millipore, Almanya) kullanilmistir.

41
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Bu cihazlarmn disinda Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi

(UNAM) biinyesinde bulunan UV firmi (UVP, Kanada) kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan kimyasallar

e Potasyum Hidroksit (KOH) (Sigma-Aldrich, ABD)
e Pyrogallol (Sigma-Aldrich, ABD)

e Maya ekstrakti (Sigma-Aldrich, ABD)

e D-Glukoz (Sigma-Aldrich, ABD)

e Pepton (Merck, Almanya)

e Maya Nitrojen Baz (YNB) ( Sigma-Aldrich, ABD)
e Agar (Sigma-Aldrich, ABD)

e Cam boncuk (Biospec, ABD)

e Gliserol (ZAG Kimya, Tiirkiye)

e Metanol (Sigma-Aldrich, ABD)

e Heksan (%99’luk) (Sigma-Aldrich, ABD)

e Tersiyer metil biitil eter (Sigma-Aldrich, ABD)

3.1.3. Kullanilan sarf malzemeleri

50 ml’lik, 100 mI’lik, 250 ml’lik erlen (Isolab, Almanya)
e Petri kaplan (Tiirkplast, Tiirkiye)

e Ependorf (Isolab, Almanya)

e HPLC kolonu (YMC, Japonya)

e 10ul’lik, 200 ul’lik ve 1000 pl’lik mikropipetler (Biopette, ABD)
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e Pipet uglar (Isolab, Almanya)

e 15 ml’lik santrifiyj tiip (Isolab, Almanya)

e 50 ml’lik falkon tiip (Sarstedt, Almanya)

e Hiicre dondurma tiipleri (Greiner, Avustralya)

e Ekiivyon gubugu (Tipkimsan, Tiirkiye)

e 10ml’lik, 15ml’lik, 20 mI’lik cam deney tiipleri (China glass, Cin)
e 1 mllik, 5 mI’lik, 10 mI’lik cam pipet uglar1 (Ding Xin Yi, Cin)

e 500ml’lik, 1000 ml’lik laboratuvar siseleri (Schott, Tiirkiye)

e Spektrofotometre kiivetleri (Hellma, Almanya)

e Cam pastor pipetleri (Isolab, Almanya)

¢ Aliiminyum folyo
3.1.4. Kullanilan 6l¢iim sistemleri

Spektroskopik analizler Gazi Universitesi biinyesinde bulunan Tetra T80+UV/VIS
spektrofotometre (Tiirkiye) ile yapilmistir (Resim 3.1.). UV/VIS spektrofotometreler
organik ve inorganik malzemeleri kalitatif ve kantitatif olarak analiz edebilmektedir.
Spektrofotometreler bir malzemenin absorbansi 151g1n dalga boyuna, 151k yolu uzunluguna
ve konsantrasyonuna bagli oldugunu belirten Lambert—Beer kanununa uygun sekilde
tasarlanmustir. S1vi besiyerinde biiyliyen maya hiicrelerinin sayisinin belirlemesinde ve total

karoten miktarinin saptanmasinda kullanilmigtir.
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Resim 3.1. Spektroskopik analizlerde kullanilan UV/VIS spektrofotometre[120]

Elde edilen S.cerevisiae kiiltiirlerinin karoten bilesenlerinin saflagtirilmasinda Agilent 1200
series (manuel enjeksiyon) (ABD) HPLC cihazi kullanilmigtir (Resim 3.2.). Bu cihazin
modeli 6890N Network GC-System 7683 B Serves Injektor 5975 Inert MSD’dir. HPLC
cihazinda UV ve RID dedektorleri mevcuttur. Metacarb 87H 300*7,8 mm, Metacarb 87C
300*7,8 mm, Cig 250*4,6 mm, Zorbax Cig 150*4,6 mm kolonlar1 bulunmaktadir. Bunun
disinda karotenlerin analizi i¢gin YMC silika C3o kolonu kullanilmistir.

Resim 3.2. S.cerevisiae hiicrelerinde bulunan spesifik karoten miktarlariin tayininde
kullanilan HPLC cihazi1 [121]
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3.1.5. Kullanilan sus

Saccharomyces cerevisiae susu CEN-PK-2-1c—-MATa—Pcycl-Erg20-Erg 9-NAT(Euroscarf,
Almanya) idi [122]. Bu sus igerisinde Xanthophyllomyces dendrorhous’dan alinmis crt I-crt
YB-crt E karoten genlerini i¢eren ve urasil marker1 olarak URA3 genini tasiyan bir plazmid
bulundurmaktadir (Ek 1). Buna ilave olarak tHMG1-Phxt7-crt-1-LEU2 kasetini
tasimaktadir. Ayrica bu sus HIS3 A yani histidin geni delesyonuna sahiptir (Bu sus Dr. Bilge
OZAYDIN tarafindan c¢alismamiza hediye edilmistir.)!. Histidin plazmidi tasiyan susun
kullanilmamasinin sebebi bu sus tiim deneyler boyunca YPD besiyerinde yani zengin
besiyerinde biiylitiilecegi icin histidin plazmidini kaybetme olasilig1 yiiksek bulunmus bu
sebeple o sus tercih edilmemistir. Bu sus tizerinde farkli stirelerde UV uygulanarak mutasyon

olusturulmustur. Deneyde kullanilan kontrol susudur.

3.2. Cozeltilerin Hazirlamsi

Saccharomyces cerevisiae’de UV ile mutasyon yapilmasina bagli olarak siklikla kullanilan
besiyeri YPD adi verilen zengin besiyeri hazirlandi. Bu besiyerinin hem UV mutajenez
islemini uygularken kati besiyeri olarak agar halinde petrilerde hazirlanmasi hem de suslarin
biliyiimelerini gozlemlemek igin sivi besiyeri olarak hazirlanmasi uygun gorilmistiir.
YPD’nin diginda gliserol iceren YPD besiyeri, karoten ekstraksiyonu sirasinda kullanilan
pyrogallol ve potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltileri ve HPLC sirasinda kullanilan ¢ozeltiler

hazirlanmstir.

3.2.1. YPD s1v1 besiyerinin hazirlanmasi

YPD besiyerinin hazirlanmasinda 500 ml’lik ve 1000 ml’lik cam siseler kullanilmistir.
Ancak deneyde siklikla 1000 m1’lik siselerde YPD hazirlanmistir. 1000 ml YPD s1vi besiyeri
icin 20 gr pepton,10 gr maya ekstrakti, 950 ml distile su kullanilmigtir [123]. Sterilizasyon
15 dakika olan sivi programini secerek otoklav yapilmistir. Otoklavdan ¢ikan besiyerine

biraz sogumasmin ardindan 50 ml steril %40’lik dekstroz ¢ozeltisi eklenmistir ve

1 Bilge Ozaydin bu susu Gazi Universitesi Yasam Bilimleri UAM’daki ¢aligmasi sirasinda elde etmistir (2016).
Su an ¢aligmalarina Zymochem, Inc. 4 Anchor Dr. Suite 231 Emeryville, CA USA. 94608 adresinde devam
etmektedir.
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karistirilmistir. Hazirlanan besiyeri 151k almayan bir dolapta iizerine hazirlanma tarihi not

edilerek muhafaza edilmistir.

3.2.2. YPD kati1 besiyerinin hazirlanmasi

YPD kat1 besiyeri ise 1000 ml’lik erlenlerde hazirlanmis, kapagi aliiminyum folyoyla
kapatilarak otoklavlanmis, plastik petri kaplarina dokiilerek kurumaya birakilarak hazir hale
getirilmistir. YPD kat1 besiyeri i¢in 20 gr pepton, 10 gr maya ekstrakti, 950 ml distile su, 20
gr agar kullanmilmistir. Sterilizasyon 15 dakika olan sivi programi segilerek otoklav
yapilmustir. Otoklavdan ¢ikan besiyerine biraz sogumasmin ardindan 50 ml %40’lik
dekstroz eklenip karistirilmistir. Petrilere dokiilerek hazir hale getirilmistir. Petriler iyice
kuruduktan sonra posetlenip +4 °C buzdolabinda saklanmustir. Petrilerin {izerine hangi

tarihte hazirlandig1 not edilmistir.

3.2.3. %40’k dekstroz ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Dekstroz ¢ozeltisi 500 ml’lik erlende hazirlanmig ve agzina aliiminyum folyo kapatilarak
otoklavlanmustir. %40’lik dekstroz ¢ozeltisi oldugu i¢in 500 ml i¢in 200 gr D-glukoz tartildi.
Oncesinde 1000 ml’lik behere 250 ml distile su koyularak manyetik karistiricida
karistirilmaya baslanmigtir. Sonra tartilan 200 gr D-glukoz suyun igine yavas yavas
bosaltilarak karistirma ve 1sitma islemine devam edilmistir. Buharlasmaya engel olmak i¢in
cok fazla 1s1 verilmemistir. Iyice ¢dziinen dekstroz ¢ozeltisi bir meziire bosaltilarak hacmi
Olgiilmiis ve tizerine 500 ml’ye tamamlanacak sekilde distile su eklenmistir. Daha sonra
meziirdeki ¢ozelti 500 ml’lik cam siseye bosaltilarak sterilizasyon 15 dakika olan sivi
programi segilerek otoklav yapilmistir. Otoklavdan ¢ikan dekstroz ¢ozeltisi hazirlanma tarihi

ve ad1 ilizerine not edilerek 151k gérmeyen bir dolapta muhafaza edilmistir.

3.2.4. %0,2’lik pyrogallol ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Pyrogallol ¢ozeltisi kolayca 1s1ktan etkilenebilen ve kolaylikla bozulabilen bir ¢ozelti oldugu
icin ¢ok az miktarda hazirlanmasi uygun bulunmustur. 50 ml’lik plastik tiiplerde 0,01 gr
pyrogallol stogundan koyulmus ve iizerine 50 ml %95’lik metanol ¢ozeltisinden eklenmis
ve iyice vortekslenerek karistirilmustir. Igeriginin tamamen ¢oziinmesi &nemlidir. lyice

¢coziindiigiinden emin oldugumuz pyrogallol ¢o6zeltisinin bilgileri yazilarak {izerine
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etiketlenmis ve pyrogallol ¢ozeltisi aliminyum folyoya sarilarak 151k  gormesi

engellenmistir. Isik gérmeyen dolapta muhaftaza edilmistir.

3.2.5. %3’liik gliserol iceren YPD kati besiyeri hazirlanmasi

Bu besiyeri ¢cok miktarda kullanilmadigindan yalnizca 500 ml hazirlanip petrilere dokiilmesi
uygun bulunmustur. 500 ml YPD besiyeri i¢in 10 gr pepton, 5 gr maya ekstrakti, 10 gr agar,
475 ml su kullanilarak sterilizasyon 15 dakika olan siv1 programinda otoklav yapilmistir.
Otoklavdan ¢ikan ¢ozeltiye biraz soguduktan sonra %85’lik gliserol ¢ozeltisinden 17,64 ml
eklenmis ve 25 ml %40’k dekstroz eklenerek karigtirllmistir. Daha sonra petrilere
dokiilerek kurumasi saglanmistir. Kuruyan petriler posetlenerek iizerine bilgileri ve

hazirlanma tarihi not edilerek +4 °C buzdolabinda saklanmustr.

3.2.6. %15°lik gliserol iceren YPD s1vi besiyerinin hazirlanmasi

Bu besiyeri de ¢ok miktarda kullanilmamaktadir. 50 ml’lik plastik tiipler i¢erisinde yukarida
tarifi verilen YPD sivi besiyerinden koyulmus ve icerisine %85°lik gliserolden 8,9 ml
ekleyerek vorteksle iyice karigmasi saglanmistir. Gliseroliin iyice karigmasi bu ¢ozelti igin
onemlidir. Gliserol bu c¢ozeltide suslarin dondurulup saklanmasinda kullanilmakta ve
dondurup ¢ézme esnasinda maya suslarinin zarar gérmesini engellemektedir. Daha sonra
iizerine gerekli bilgiler kaydedilerek kontaminasyondan uzak bir ortamda muhafaza

edilmistir.

3.2.7. HPLC mobil faz ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

A, B ve C olmak iizere ti¢ farkli mobil faz ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda 1000 ml’lik cam siseler kullanilmistir. A ¢ozeltisi %98 metanol, %2 distile
su icermektedir. B ¢ozeltisi %95 metanol, %5 distile su igermektedir. C ¢ozeltisi %100

tersiyer metil biitil eterden olusmaktadir.

3.2.8. %60’k potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

100 ml olarak hazirlanan potasyum hidroksit (KOH) ¢6zeltisi icin 60 mg KOH tartilmis ve

100 ml distile su igerisinde vortekslenerek ¢oziilmiistiir.
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3.3. Yontemler

3.3.1. UV mutajenez isleminin uygulanmasi

-80 °C’de dondurulmus olarak bulunan UV mutajenez islemi sirasinda kullanilacak olan sus
-80 °C buzdolabindan ¢ikarilarak bu sustan YPD kat1 besiyerine tek koloni ekim yapilmustir.
30 °C inkiibatorde bu susun tek koloni olusturma siiresi ortalama ii¢ giindiir. Ug giin sonra
petride inceleme yapildiginda tek kolonilerin biiyliimiis oldugu goriildi. UV mutajenez
isleminin uygulanmasindan bir giin 6nce bu sustan tek, beyaz renkli olmayan saglikli oldugu
diistiniilen koloniden alinarak 50 ml’lik erlene igerisinde 10 ml YPD siv1 besiyeri olacak
sekilde ekim yapilmistir. Kapagi iyice kapatilarak ve aliiminyum folyo kapagina 10 tane
delik delinerek 30 °C calkalayici inkiibatérde 300 rpm’de bir giin biiyiitiildii. Ertesi giin
calkalayict inkiibatorden alinan susta kontaminasyon olup olmadigi kontrol edilerek UV
mutajenez islemine baglandi. UV mutajenez isleminin sus logaritmik fazda iken
uygulanmasi yani hiicrelerin hizli bir sekilde boliindiigli evrede yapilmasi uygundur. Ciinkii
yapilan mutasyonun yavru hiicrelere aktarilmasi gerekmektedir. Logaritmik fazdaki susta
UV mutajenez islemi uygulandi. UV mutajenez islemi i¢in iki farkli protokol kullanilarak
bir protokol olusturulmustur [124, 125]. Bu olusturulan protokol tizerinde de dort defa tekrar
eden UV mutajenez islemi sirasinda bazi1 degisiklikler yapilarak protokol optimize

edilmistir.

1. Ilk olarak YPD kat1 besiyeri igeren 21 adet petri gikarildi. Bunlardan 3 tanesi kontrol
olacag1 i¢in bunlara UV uygulanmadi. Geriye kalan 18 adet petriden 6 adedi set 1, 6
adedi set 2, 6 adedi set 3 olarak etiketlendi.

2. Baslangig kiiltiir olarak bir giin 6ncesinde biiyiitiilen sus 15 ml’lik santrifiij tiipline
alinarak 4000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi1 dokiilerek peletin
iizerine 10 ml distile su eklendi ve peletin suyla iyice karigmasi i¢in pipetaj yapilarak,
hafif¢e vortekslenerek peletin suda ¢ozlinmesi saglandi. Yine 4000 rpm’de 2 dakika
santrifiij yapilarak siipernatant kismi dokiildii. Bu asamada protokolde kiiltiiriin 1 ml
distile suyla yikanmasi gerektigi yazmasina ragmen her petriye 150 pl kiiltlir yayma
ekim yapilacagi i¢in bu sekilde 10 ml distile suyla tiim kiiltiiriin yikanmasi1 daha

elverisli bulunmustur.
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3. 1ki yikamanin ardindan 20 kat diliie edilerek yani 950 ul YPD besiyeri ve 50 ul
starter kiiltir bir spektrofotometre kiivetine koyularak OD 600 nm’de OD
ol¢iilmiistiir. Olgiilen OD 0,718 ¢ikmus bu deger 20 ile carpilarak gercek OD degeri
yaklagik olarak 15 bulundu. Sonra OD iizerinden 1 ml’sinde ne kadar hiicre
bulundugu hesaplandi. 1 OD iinitesi 1 ml’sinde 3x10” hiicre bulundugunu
belirtmektedir. 15 OD {initesinin 1 m1’sinde 45x10" hiicre bulundugu hesapland1. Bir
mikrolitrede ise 4,5x10° hiicre bulunmaktadir. Bir mililitrede 2x10* hiicre olacak
sekilde bu baslangi¢ kiiltiirden ne kadar kullanilmas1 gerektigi hesaplanarak 45 ul

bulundu.

4. 10 kat seri diliisyon yapilmasi planlandi. Ancak daha sonra 20 kat diliie ederek seri
diliisyon yapilmas1 yontemi denendi. Bir tane 1,5 ml’lik ependorfa 955 ul distile su
ve 45 ul kiiltiirden koyuldu ve iyice vortekslendi. Béylece 2x10* hiicre/ml kiiltiirii
hazirlanmig oldu. Bu kiiltlir 10 kat yerine 20 kat diliie ederek seri diliisyon yapildi.
Yani alman baska bir ependorfa 950 pl distile su 50 pl 2x10* hiicre/ml kiiltiirii
eklendi ve vortekslendi. Bu islemler esnasinda pipetaj hatasi yapilmamasina ve
vorteksle iyice karistirilarak kiiltiirlerin eklenmesine 6zen gosterildi. Bu sekilde 4
kere 20 kat diliie edilerek seri diliisyon iglemi tamamlandi (Cizelge 3.1). Son
diliisyon islemi gerceklestirilirken 21 adet petriye 150 pl ekim yapilacag: igin 15
ml’lik tiiplerde 4,5 ml distile su ve 500 pl kiiltiir kullanilarak diliie edildi.

Cizelge 3.1. UV mutajenez deneyinin 20 kat olarak yapilan seri diliisyon basamaginin
sematik gosterimi

2x10%hiicre/ul | 108 hiicre/ pl 10? hiicre/ ul 10* hiicre/ ul 10° hiicre/ ul

+ + + N . 4,5 ml ddH.0
45 pl 4,5x108 | 50 pl 2x10° hiicre/ pl | 50 1 10° hiicre/ 1 | 50 B 10% hiere/ul | = T
hiicre/ pl olan | olan kiiltir olan kiiltiir olan kiiltiir 500 ul 10* hiicre/
starter ul olan kiiltiir

5. Sonrasinda 21 adet petriye alev basinda 150 pl kiiltiir yayma ekim yapildi.10 kat seri

dilisyon sonucu 1 pl’de 2 hiicre 150 pl’de ise 300 adet hiicre bulunmasi
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gerekmektedir. Ancak 20 kat seri diliisyon yapilmasi sonucu 1 pl’de 1 hiicre 150

ul’de 150 hiicre bulunmasi beklenen sonugtur.

6. 3 adet kontrol petrisi UV mutajenez islemine tabi tutulmayacagi i¢in ekim

yapildiktan sonra 30 °C inkiibatorde biiyiimeye birakildi.

7. Geriye kalan set 1, set 2 ve set 3 petrilerinin 1 saat igerisinde UV islemine maruz
birakilmasi gerekmektedir. Ciinkii hiicreler boliinmeye baglarsa UV mutajenez
islemi sonucu mutant ve mutant olmayan koloniler olusabilmektedir. Bu da petride
mozaik  bir gOriinti  olusturmakta mutant kolonilerin  belirlenmesini
zorlagtirmaktadir. Bu sebeple 1 saat igerisinde petriler UV mutajenez islemi igin UV

firinin bulundugu Bilkent Universitesi UNAM’a yetistirildi.

8. Bu firinda en az miktar olarak 100 pj/ cm? uygulanabilmektedir. Set 1 petrilerine 100
1j/ cm?olarak 1 dakika, set 2 petrilerine 100 pj/ cm?olarak 2 dakika, set 3 petrilerine
ise 100 puj/ cm? olarak 3 dakika UV uygulandi.

9. Busekilde UV’ye maruz birakilan petriler laboratuvara getirilerek 30 °C inkiibatorde
biiyiimeye birakildi. Ug giin sonra petriler kontrol edilerek koloni sayimi yapildi.
Birinci UV mutajenez sonucu olusan kolonilerin sayiminin yapilmasinin ardindan ilk
UV mutajenez deneyinde kullanilan UV’ye maruz birakma stirelerinin fazla oldugu
distintildii. Bu sebeple ikinci UV mutajenez uygulanmasinda siireler kisaltildi. UV
uygulamasi 6ncesinde baslangig kiiltiirii biiylitme asamasi bir dnceki uygulamada oldugu
gibi tekrar edildi. ikinci uygulamada spektrofotometre kiivetine 967 ul YPD besiyeri ve
33 ul kiiltiir koyuldu ve bdylece 30 kat diliie edilerek kiiltiiriin OD’si 6lgiildii. ilk UV
uygulamasinda 20 kat diliie etmek az gelmistir. Bu sefer OD sonucu 0,526 ¢ikmis gergcek
OD degeri ise 15,78 bulunmustur. Bu sefer ki uygulamada bir OD {initesinin 1x10" hiicre
icerdigi diisiiniilerek hesaplar yapildi. Bu sekilde 1 ml kiiltiirde ne kadar hiicre oldugu
hesaplandi. Boylece 15,78 OD iinitesi icin 15,8x10* hiicre/ul sonucu bulunmustur.
15,8x10% hiicre/pl olan kiiltiirden 1 ml’sinde 2x10* hiicre olmasi i¢in icerisinde 974 pl
distile su bulunan ependorfa 126 pl eklenmesi gerektigi hesaplandi. Kiiltiir eklenirken
ve eklendikten sonra iyice vorteks yapilarak karismasi saglandi ve pipetleme asamasinin
dogru bir sekilde yapilmasina dikkat edildi. Daha sonra yine 4 kere 20 kat diliie edilerek
seri diliisyon yapildi. Her petriye 150 pl kiiltiir ekildi. Set 1 petrileri 100 pj/5 sn, set 2
petrileri 100 pj/15 sn ve set 3 petrileri 100 uj/30 sn olacak sekilde her sette 6 petri olmak
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iizere 18 adet petriye UV uygulandi. UV uygulamasinin ardindan petriler 30°C
inkiibatorde biiyiimeye birakildi. Ug giiniin sonunda petriler kontrol edilerek koloni
saymmi yapildi. Ikinci UV mutajenez uygulamasinda da yeterince mutant koloni elde
edilemedi. UV mutajenez uygulamasi tekrar edildi. Bu UV mutajenez uygulamasinda da
petrilerin UV’ye tutulma siirelerinin daha kisa tutulmasina karar verildi. Bir giin 6nceden
s1v1 besiyerinde susun biiyiitiilmesi iglemi ilk iki uygulamadaki gibi tekrar edildi. 30 kat
diliie edilmis bir sekilde OD dl¢iimii yapildi. Olgiilen OD degeri 0,738 ger¢ek OD degeri
ise 22 olarak hesaplandi. 1 OD iinitesinde 1 ml’de 1x10 hiicre oldugu kabul edilerek 22
OD iinitesinde 22x10* hiicre/ul oldugu bulundu.1 ml’de 2x10% hiicre olmast i¢in 91 pl
kiiltiirtin 909 pl distile suyla karistirilarak vortekslenmesi gerekmektedir. Bu deneyde 20
kat yerine 10 kat seri diliisyon yapilmasina karar verildi (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. UV mutajenez deneyinde 10 kat olarak yapilan seri diliisyon basamaginin
sematik gosterimi

2x10* 2x103 2x10? 2x10* 2x10°

909 },-L: ddH-0 900 ul+ddeO 900 rl ddH,0 900 pl ddH,0
+
4 4 3

91 pl 22x10 100 pl 2x10 100 pl 2x10 100 pl 2x102 4 ml ddH,0

hiicre/pl olan hiicre/pl olan hiicre/pl olan hiicre/ul olan +

Kiiltiir kiiltiir kel ttir Kiiltiir 1ml 2x10*
hiicre/pl olan
kiiltiir

Bu uygulamada 2 adet petri 100 pj/1 sn, 6 adet petri 100 uj/2 sn, 6 adet petri 100 pj/3 sn, 3
adet 100 pj/6 sn seklinde olarak ve 3 adet kontrol olmak iizere toplam 20 tane petriye her
birine 150 pl kiiltiir olacak sekilde yayma ekim yapildi. Ug giiniin sonunda petriler kontrol

edilerek koloni sayim1 yapildi.

Yeterince koyu renkli ve saglikli koloni elde edebilmek amaciyla UV mutajenez deneyi bir
kez daha tekrarlandi. Onceki uygulamalarda oldugu gibi sus 10 ml YPD siv1 besiyerinde
30°C inkiibatorde bir giin boyunca biiyiitiildii. 30 kat diliie edilerek OD 6l¢iimii yapildi. OD
sonucu 0,468 olarak elde edildi ve gercek OD degerinin 14 oldugu hesaplandi. Bir OD
{initesinde 1 ml’de 1x10" hiicre olmasima bagl olarak 14 OD iinitesinde 14x10* hiicre/pl
oldugu hesaplandi. 1 pl’de 2x10* hiicre olmasini saglamak igin bir 1,5 ml’lik ependorf

igerisine 858 pl distile su ve 14x10% hiicre/ul olan starter kiiltiirden 142 pl eklemek gerektigi
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hesaplandi. Ekleme oncesi ve sonrasinda kiiltiirler vorteksle iyice karistirildi. Pipetleme
hatas1 yapilmamaya dikkat edildi. Yine 10 kat olacak sekilde seri diliisyon yapildi. Seri
diliisyon isleminin ardindan YPD kat1 besiyeri igeren 23 adet petri hazirlandi. Bu deneyde
artik uygun UV siiresinin 2-3 saniye olduguna karar verildi. Bu sebeple sadece 2-3 saniye
petrileri hazirlandi. Bunlardan 10 adedi set 1 100uj/2sn, 10 adedi set 2 100 pj/3sn olarak
hazirlandi. 3 adedi ise kontrol petrisi olmustur. Tiim petrilere 150 pl 2 hiicre/pl kiiltiirden
yayma ekim yapildi. UV isleminin ardindan petriler 30 °C inkiibatére kaldirilarak bityiimeye

birakildi. Ug giin sonra petriler incelenerek koloni sayimi yapildi.

3.3.2. UV mutajenez sonucu olusan kolonilerin fenotipik taranmasi ve tek koloni ekim

yapilmasi

UV mutajenez deneylerinin ardindan ii¢ giin igerisinde koloniler goriiniir hale gelmeye
baglamaktadir. Ancak istenilen saglikli, koyu renkli kolonilerin goriiniir hale gelmesi
yaklagik 5 giin siirmektedir. Her UV mutajenez uygulamasinin ardindan ii¢ giin sonra kontrol
petrilerinde koloniler olugsmaktadir. Bu koloniler sayilarak not edildi. Beklenen koloni sayisi
ile uyumlu olup olmadigi kontrol edildi. Diger UV mutant kolonilerin olusmasinin ardindan
petriler incelendi. Cok kirmizi renkli olan kolonilerin petit olmasindan siiphelenilmektedir.
Yani mitokondrilerinde var olan bir bozukluktan dolay1 oksidatif fosforilasyon esnasinda
asetil-CoA’nin Krebs dongiisiinde kullanilmak yerine karoten sentezi i¢in kullanilan
mevalonat yolagima gonderildigi ve bu yilizden karoten miktarinin artabilecegi
diistiniilmektedir. Bu istenilen bir durum olmadigi i¢in koyu renkli koloniler %3 gliserol
iceren YPD kat1 besiyerine ekilerek petit olup olmadigi kontrol edildi. Test edilen
kolonilerden %3 gliserol igeren besiyerinde biiyliyebilen koloniler segilerek tek koloni ekim
yapildi. Gliserol iceren besiyerinde biiyliyebilmesi o koloninin mitokondriyal bir hasara
sahip olmadigini, gliserolii oksidatif olarak tiiketebildigini gostermektedir. Tek koloni ekim
yapilirken miimkiin oldugunca tek bir koloniden alinarak YPD kat1 besiyerine tek koloni
olusacak sekilde konsantre bolgeden diliie edilerek uzaklasildi. Diger bolgelere tagmamasina
dikkat edilerek ekim tamamlandi. Ekim sonuglarinda kolonilerin biiyiime hizlar1 degiskenlik
gosterebilmektedir. Ancak ortalama olarak {i¢ giin sonunda koloniler tam olarak biiyiimiis
hale gelebilmektedir. Secilen koloniler tek koloni ekim yapilirken kontrol olarak kontrol
petrilerinden aldigimiz UV uygulanmamis susla birlikte ekildi. Kontrol susuyla mutant
suslar kiyaslanarak secilecek suslar belirlendi. Kiyaslama esnasinda koloni biiyiikliigii,

koloninin rengi, biiylime hiz1 gibi faktorler dikkate alindi. Kontrole gore agik renkli olan
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koloniler secilmedi. Tek koloni ekim sirasinda igerisinde ¢ok fazla beyaz renkli koloni
tastyan suglar sagliksiz oldugu gerekgesiyle elendi. Koloni biiytikliigliniin de kontrol susa
yakin olmasina, kiigiik kolonili suglarin se¢ilmemesine dikkat edildi. Suslar genellikle 2
saniye ve 3 saniye UV’ye maruz birakilmis suslardi. Ciinkii bu suslarin digerlerine gére daha
saglikli oldugu diisiiniildii. Ideal UV siiresinin 2-3 saniye olduguna karar verildi. Segilen
koloninin hem saglikli hem de koyu renkli olmasina 6zen gosterildi. Segilen koloniler en az
tic defa YPD kat1 besiyerine tek koloni ekilerek koloninin renk durumunu ve saglikli
gbrliiniimiinii koruyup korumadigi takip edildi. Renk durumu ve saglikli goriiniimii stabil
olmayan suslar elendi. Yeterince koyu renkli ve saglikli koloni olmasi i¢in en az 100
koloninin taranmasi gerekmektedir. Bu kadar koloni elde edene kadar UV mutajenez
deneyine devam edilmistir. Cok sayida koloni taranmis i¢lerinden renk durumu, koloni
bliytikliigii, koloni sayis1 stabil ve ideale yakin olan suslar segilerek dondurulmustur.
Dondurma isleminden 6nce dondurmaya karar verilen suslarin YPD kat1 besiyerindeki
stabilitesi lic defa test edildi. Bu suslar dondurma islemine hazirlanirken yeterli miktarda
olmalari i¢in YPD kat1 besiyerinde sivama seklinde tek koloni olmasina gerek duyulmadan
ekildi. 30 °C inkiibatorde biiyiitiildiikten sonra ekiivyon ¢ubuguyla miimkiin oldugunca ¢ok
miktarda alinarak igerisinde %15 gliserol igeren 1 ml YPD besiyeri bulunan dondurma
tiiplerinde ¢oziildii. Gliserol suslarin donma sirasinda kristallesmelerini engellemektedir.
Suslarm gliserollii besiyerinde iyice ¢oziilmesi i¢in vortekslendi ve -80 °C buzdolabinda

donmaya birakildi.
3.3.3. Secilen suslarin siv1 besiyerinde bityiitiilerek biiyiime egrilerinin ¢izilmesi

-80 °C buzdolabinda dondurulan suslar YPD kat1 besiyerine tek koloni olusturacak sekilde
¢oziildii. 30 °C inkiibatdrde biiyiimeye birakildi. Ug giin sonunda biiyiiyen koloniler alinarak
inceleme yapildi. Kontrol olarak UV’ye maruz birakilmayan susta biiytitiildii. Bu suslar 3
kez YPD sivi besiyerinde 3 giin boyunca 30 °C 300 rpm’de calkalayici inkiibatorde
biiytitiildii.

e Segcilen suslarin her biri i¢in bir tane ve kontrol sus i¢inde bir tane olmak tizere 100
ml’lik erlenler alindi. Erlenlere 20 ml YPD sivi besiyeri koyularak suslardan
ekiivyon gubuguyla tek koloni alinarak her sus i¢in bir 6rnek ekildi. Kapaklarina 10
adet delik delinerek 30 °C 300 rpm’de calkalayici inkiibatorde 3 giin boyunca
biiyiittildi.
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Her giin inokiilasyonun yapildig1 saatte OD 600 nm’de OD o6l¢timii gergeklestirildi.
[k giin OD 6l¢iimii yapildiginda tiim suslarn OD’si spektrofotometre kiivetlerine
950 ul YPD besiyeri ve 50 pl kiiltiir koyularak yani 20 kat diliie edilerek dliildii. Tlk
giin OD 6l¢iimiiniin ardindan suslar tekrar 30 °C 300 rpm’de ¢alkalayici inkiibatorde
biiyiimeye birakild1. Ilk giin OD 6l¢iimiiniin ardindan baz1 suslarin OD’si digerlerine
ve kontrole gore diisiik ¢ikmust1. Ikinci giin OD 6l¢iimii yine ayni saatte yapild1. Ik
Ol¢iimlerde OD’si diisiik ¢ikan suslar yine 20 kat, OD’si normal olan suslar ise 967
ul YPD besiyerine 33 pl kiiltiir eklenerek 30 kat diltie edilmis halde OD degerleri
ol¢iildii. Yine OD 6l¢iimii yapildiktan sonra suslarin 30 °C 300 rpm’de calkalayici
inkiibatorde biiyiitiilmesine devam edildi. Ugiincii giin suslar ayn1 saatte calkalayict
inkiibatorden alinarak incelemesi yapildi. Normal biiylime goOstermeyen yavas
biiyiiyen suslar 20 kat diliie edilerek, normal biiyliyen suglar ise 975 pl YPD
besiyerine 25 pl kiiltiir eklenerek 40 kat diliie edilmis halde OD o6l¢iimii
gerceklestirildi. Sonrasinda suslar yan yana dizilerek inceleme yapildi. Tiim suslar
kontrol susuyla OD degerleri ve renk koyulugu bakimindan kiyaslandi. Bazi suslarda
hiicre 6liimii gergeklesmeye baslamis kiiltiirlin rengi siyahlagmigti. Suslarin bazilari
OD diistikliigiine bagl olarak, bazilar1 ise renk agikligina bagli olarak elendi. Elenen
ve secilen suslar kendi aralarinda grup haline getirilerek fotografi ¢ekildi. Sonrasinda
kontrolle kiyaslandiginda OD’si ve rengi en az kontrol sus kadar iyi olan suslarin
toplanarak saklanmasina karar verildi. Bu islem su sekilde gergeklestirilmistir:

Suslarin kiiltiirleri 100 ml’lik erlenlerden 50 ml’lik falkonlara aktarildi. Bu asamada
kiiltiir kayb1 yasanmamasina dikkat edildi. 50 ml’lik falkonlardaki kiiltiirler 4000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Stipernatant kism1 dokiildii. Peletin iizerine 10 ml
otoklavlanmis distile su eklendi ve vorteksle iyice karistirilarak peletin su igerisinde

¢oziilmesi saglandi.

Bu kiiltiir 6nceden hassas terazide tartilmis agirligi belirlenmis ve numaralanmis 15
ml’lik santrifiij tiiptine aktarildi. Bu tiiplerin {izerine icerisinde hangi susun
bulundugu, hangi besiyerinde kag¢ giin biiyiitiildiigli ve toplanip saklanma tarihleri
not edildi. Yine 4000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi
dokiildii. Peletin iizerine 5 ml otoklavlanmis distile su eklenip yine iyice
vortekslenerek pelet suda ¢oziildi. 4000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilmasinin

ardindan siipernatant dokiildii.
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3. Peletlerin fotograflar: ¢ekildi. Sonrasinda -80 °C buzbolabinda donmaya birakildi.

4. Suslarin toplanip saklanmasinin ardindan OD’ler diliisyon katsayilar ile ¢arpilarak

ger¢ek OD degerleri hesaplandi. OD degerleri Windows Excel programina aktarildi.

[k biiyiitmenin ardindan segilen 5 adet mutant sus ve kontrol susu iki kez daha sivi

besiyerinde biiyiitiildii. S1v1 besiyerinde iki kez biiyiitiilen suslar i¢in asagidaki basamaklar

uygulandi:

100 mI’lik erlenlere 20 ml YPD siv1 besiyerinden koyularak her erlene bir koloniden
ekiivyon ¢ubuguyla az miktarda alinarak ekim yapildi. Kapaklara 10 adet delik
delinerek 30 °C 300 rpm’de calkalayici inkiibatérde 1 giin boyunca biiyiitiildii. Bu
sefer inokiilasyon islemi bu kiiltiirler tizerinden yapildi. Yani baslangi¢ kiiltiir
yapilmis olundu. Her sustan 2 drnek biiylitiilmesine karar verildi. Bu biiyiitme islemi
250 mI’lik erlende 50 ml YPD siv1 besiyeri igerisinde yapilacaktir.

Baslangig kiiltiirler bir giintin sonunda ¢alkalayici inkiibatdrden alinarak 20 kat diliie
edilerek spektrofotometrede OD 600 nm’de OD degerleri Olgiildii ve gergek OD
degerleri hesaplandi. Gergek OD degerleri iizerinden son hacim 50 ml olacak, OD
degeri 0,05 olacak sekilde su anki baslangic kiiltiirden her erlene ne kadar eklenmesi
gerektigi hesaplandi. Her sus i¢in bu hesap yapildi. Bulunan miktar kadar baslangi¢
kiiltlir o sus i¢in hazirlanan iki 6rnege de eklendi. Eklenme yapilmadan 6nce
baglangi¢ kiiltiiriin bulundugu erlen karistirilarak dibe ¢okmeler engellendi ve
ekleme sonrasi da kiiltiir eklenen 250 ml’lik erlenler kiiltiiriin iyice besiyeriyle
karismas1 i¢in hafifce karistirildi. Daha sonra kapaklarina yine 10 adet delik
delinerek 30 °C 300 rpm’de ¢alkalayici inkiibatére kaldirildi.

3 giin boyunca ayni1 saatte OD 600 nm’de OD 6l¢iimii yapildi. Tlk giin tiim suslar 20
kat diliie edilerek OD 6l¢iildii. OD 6l¢iimiiniin ardindan 30 °C 300 rpm’de calkalayici
inkiibatorde biiyiitiilmeye devam edildi. ikinci giin tiim suslar 30 kat diliie edilerek
OD 6l¢iimii yapildi. 3. giinde ise tiim suslar spektrofotometre kiivetlerine 980 ul YPD
stv1 besiyeri icerisine 20 pl kiiltlir koyularak 50 kat diliie edilmis halde OD 6l¢iimii
yapildi.

3. giinlin sonunda tiim suslarin fotograflar1 ¢ekildi ve toplanarak saklandi. Her sus
icin yapilan iki drnekte toplanarak saklandi. ik siv1 besiyerinde biiyiitme isleminde

oldugu gibi suslar toplandi. Yine peletlerin fotograflari cekildi ve -80 °C
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buzdolabinda donmaya birakildi. Suslarin toplanmasinin ardindan OD degerleri

diliisyon katsayilart ile birlikte Windows Excel programina aktarildi.

3.3.4. Sivi besiyerinde biiyiitiilen suslarin liyofilizatorde kurutulmasi

Liyofilizatorde kurutma islemi sivi besiyerinde 3 giin boyunca biiylitiiliip toplanarak peleti
elde edilmis kiiltiirler iizerinde uygulandi. Bu kiiltlirlerden karoten ekstraksiyonu sirasinda
kullanilan peletlerin kurutulmus sekilde olmas1 gerekmektedir. Uretilen karoten miktarlar:
kuru hiicre agirlig1 bagina ne kadar miktar oldugu belirtilerek hesaplanmistir. Suslarin 3 giin
boyunca biiyiitiiliip toplanmasi sirasinda kullanilan su miktarinin bir kismi pelet icerisinde
kalmaktadir. Bu su -80 °C buzdolabinda peletlerin dondurulmasi esnasinda hiicrelerin i¢inde
donmaktadir. Bu suyun uzaklastirilmasi i¢in kullanilan liyofilizasyon islemi maddenin
kurutulmasi i¢in siiblimizasyon siirecine dayanan bir koruma yontemidir. Buz haline gelmis
su, diisiik basing ortaminda az miktarda sicaklik artis1 ile buharlasabilmektedir [126].
Buharlagma i¢in yiiksek derecede sicakliklara ihtiyag duyulmamaktadir. Deneyde kullanilan
liyofilizatoriin (Christ 1-2 LD alpha plus, Kanada) toplam buz tutma kapasitesi 2,5 kg ve
minimum yogunlastirici sicakligi -55 °C°dir. 8 adet liyofilizasyon flask1, genis agizli filtreli
siseler, ampiiller ve 3 1sitmasiz rafli kabinde viallerden olusmaktadir [126]. Suslarin
liyofilizasyonu islemi karoten ekstraksiyonu yapilmadan bir giin 6nce yapilmaktadir. Bir
giin 6ncesinden 3 giin boyunca biiyiitiiliip toplanan suslar -80 °C buzdolabindan ¢ikarilda.
Uzerlerindeki 1slakligin giderilmesi i¢in silindi. 15 ml’lik santrifiij tiiplerinde dondurulmus
olan suslarin tiiplerinin kapaklar1 agilarak kapak yerine parafilm sarildi. Parafilm iizerine 4
adet delik delindi. Kapaklarin agilmasinin sebebi liyofilizasyon sirasinda buharlasmanin
saglanabilmesidir. Parafilm sarilan tiiplerin kapaklar1 {izerinde numaralar ve tiiplerin
iizerinde de aynm1 numaralar bulunmaktadir. Liyofilizasyon islemi sonrasi bu kapaklar ait
oldugu tiipe tekrar kapatildi. Liyofilizasyon oncesinde mod tusundan 1sitma secenegi
secilerek 30 dakika 1sitma yapildi. 30 dakika sonunda tiipler getirilerek ana kurutmayla
devam et tusuna basilarak kurutma islemine basland1. Basing 1 atm idi. Ornekler koyulurken
vanalarin kapali olmasina dikkat edildi. 1 giin boyunca liyofilizatérde kuruyan ornekler
cikarilirken bekleme tusuna basildi ve pompa durunca vakumu bosaltmak i¢in vanalardan
biri yavas yavas acildi. Kapak dikkatlice kaldirilarak 6rnekler alindi. Her tiiplin kapag ait
oldugu tiipe kapatilarak karoten ekstraksiyonu oncesi suslar ekstraksiyona hazir hale
getirildi. Ug defa tekrar edilen suslarin siv1 besiyerinde 3 giin biiyiitiilmesi deneyinin her

birinde elde edilen tiim suslar karoten ekstraksiyonu dncesi liyofilizatérde kurutuldu.
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3.3.5. Siv1 besiyerinde biiyiitiilen suslardan karoten ekstre edilmesi

S1v1 besiyerinde 3 giin boyunca, 3 defa biiyiitiilen suslar uygun bir sekilde toplanarak -80 °C
buzdolabinda donduruldu. Sonrasinda -80 °C buzdolabindan almarak liyofilizatorde
kurutuldu. Suslardan karoten ekstraksiyonu yapilarak her sus icin total karoten ve spesifik
karoten miktarlar1 hesaplandi. Ekstraksiyon i¢in Verwaal ve arkadaslarinin 2007 yilina ait
caligmalarindaki protokol karoten ekstraksiyonu sirasinda bazi degisikliklere ugratilarak
optimize edilmis ve uygulanmustir [6]. Karoten ekstraksiyonu deneyi iki defa uygulandi. Sivi
besiyerinde suslarin biiyiitiilmesi deneyinin ilk uygulamasinda 20 ml kiiltiir biiyiitiildigil icin
ve baglangic kiiltiir tizerinden inokiilasyon yapilmadig icin biiyiitiilen ilk suslardan karoten
ekstre edilmemistir. Suslarin sivi besiyerinde ikinci ve ti¢lincii defa biiyiitiilmesi sonucunda
toplanan tiim suslardan karoten ekstre edildi. Karoten ekstraksiyonunda sus icindeki
karotenleri tutmak i¢in temel olarak kullanilan ¢oziicii heksandir (CeH14). Heksan alifatik
alkanlar grubuna ait renksiz, berrak, ugucu ve parlayici bir sividir [127]. Suda ¢6ziinmez.
Ham petrol aritma islemi sirasinda yan iiriin olarak elde edilmektedir. Maruz kalinmast
durumunda ¢esitli saglik sorunlarina sebep olabilen tehlikeli bir kimyasaldir [127].
Karotenler gibi organik ve hidrofobik bilesiklerin ¢oziilmesinde siklikla kullanilan bir
bilesiktir. Deneylerde %99’luk saf heksan kullanildi. Cilinkii heksanin saflik derecesi arttikga
¢oziicli olarak verimi artmaktadir. Karoten ekstraksiyonu oncesinde deneyde kullanilacak
olan tiim cam tiipler, cam pipet uglar1 heksanla yikanmaktadir. Ciinkii su ve deterjan artigi
olan tiiplerde ekstraksiyon yapildiginda bu artiklar 6l¢iimleri olumsuz etkilemektedir. Bu
deneyler i¢in 6zel vidali kapakli cam tiipler kullanilmustir. 2. ve 3. karoten ekstraksiyonu
sonucu belirlenen total karoten miktarlarinin ortalama ve standart sapmasi hesaplanarak
grafik olusturulmustur [7]. Maya hiicreleri igerisinden karoten ekstraksiyonu su sekilde

yapilmustir:

e Deneye baslamadan 6nce eldeki 6rnek sayisinin 3 kati kadar cam tiip ¢ikarilarak

suslarin isimleri lizerine etiketlendi.

e -80 °C buzdolabindan ¢ikarilan drnekler liyofilize edilerek kurutulmustu. Bu tiiplerin
tizerindeki 1slaklik silinerek hassas terazi de her 6rnek ayri ayr tartildi. Toplam
agirlik olarak tiiplin ve i¢indeki peletin agirhigi 6lgiildii. Daha sonra bu 6rnekler
onceden tartilmis tiipler icerisinde toplanip saklandigi i¢in toplam agirliktan tiipiin

agirhig cikarilarak net maya agirligi hesaplandi. Her sustan iki 6rnek olarak kiiltiirler
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stv1 besiyerinde biiyiitiilmiisti. Bu iki 6rnegin maya agirliginin birbiriyle uyumlu

olmasina dikkat edildi.

Suslarin koyulacagi 3 set halinde hazirlanmus tiiplerin birinci setinde her tiipe 500 pl
cam boncuk koyuldu. Bu suslar zengin besiyeri olan YPD igerisinde biiyiitildiigii
icin fazla miktarda diliie edilerek 1 ml’sinin kullanilmasi uygun bulunmustur. Ancak
maya agirligr diger orneklere gore diisiik olan suglardan birinin iki 6rnegi de sadece
1 ml distile suyla ¢oziilerek bu 1 ml 6rnek kullanildi. Maya agirlig1 normal diizeyde
olan suslarin ilizerine 6 ml distile su eklenerek su icerisinde pelet iyice ¢oziildii. Pelet
goriinmez oluncaya kadar ¢oziildiikkten sonra her 6rnegin 1 ml’si alinarak cam

boncuk koyulan set 1 tiiplerine her 6rnek {izerinde adi yazili olan tiipe aktarildi.

Her 6rnek 2 dakika olacak sekilde 6 tur halinde toplamda her 6rnek 12 dakika vorteks
yapildi. Vorteks islemi sirasinda Orneklerin kapaga kadar yiikselip kapaga
bulasmamasina ve miktar kayb1 yasanmamasina dikkat edildi. Her tur arasinda tiipler
buz tizerinde bekletilerek sogumasi saglandi. Cam boncuklarla iyice doviilen maya
suslarinin  hiicre duvar1 zayiflatilmis oldu. Hiicre duvarmmin zayiflatilmaya
calisilmasinin amaci hiicrelerden karotenlerin rahatlikla hiicre disina ¢ikmasini

saglamaktir.

Sonrasinda her 6rnege 2,5 ml %0,2’lik pyrogallol ¢ozeltisinden eklendi. Ekleme
asamasindan sonra her 6rnek 10 saniye vortekslendi. Pyrogallol tiim ekstraksiyon
asamalar1 boyunca kendisi gibi 1siya ve 1s18a karst duyarli olan karotenleri

korumaktadir.

Pyrogalloliin ardindan her 6rnege %60°’lik KOH ¢d6zeltisinden 1,25 ml koyuldu. Her
tip 10 saniye vortekslendi. KOH c¢ozeltisi sabunlasma tepkimelerinde
kullanilmaktadir. Sabunlagma tepkimelerinde hiicrede bulunan yaglarin ester baglari
kirilarak yaglar, gliserole ve K™ (potasyum) tuzuna doniistiiriilir. KOH ¢6zeltisi
kullanilmazsa yaglar, yag asitleri ve gliserole doniislir. Bu durumda da hiicredeki
organik ve hidrofobik bilesikleri tutan heksan karotenlerden ziyade yag asitlerini

tutacaktir. Bu deneyin saglikli ilerleyisi acisindan istenmeyen bir durumdur.

KOH ¢bzeltisinin eklenmesinin ardindan tiim 6rnekler 75 °C sicak su banyosunda 1
saat tutularak sabunlasma tepkimesinin gerg¢eklesmesi saglandi. Her 15 dakikada bir

ornekler cikarilarak 5-10 sn vorteks yapildi.
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1 saat sonunda o6rnekler alinarak her birinin tizerine 2 ml %99’luk heksan eklendi. 1
dakika vorteks yapild1 ve 2800 rpm’de 2 dakika santriflij edildi. Santrifiij sonunda
tiipte 3 faz olustu. Dipteki faz cam boncuklari, maya hiicresinin par¢alanmasi sonucu
olusan protein, karbonhidrat gibi hiicresel atiklar1 igeriyordu. Ust kisim hiicrenin
igindeki karotenleri tutan ve bu yiizden sar1 renk almis heksan idi. Bu kisim pastor
pipetleriyle alinarak deney dncesinde hazirlanan 3 set tiipiin ikinci setini olusturan
tiiplere her 6rnek kendine ait olan tiipe gelecek sekilde aktarildi. Bu islem her 6rnek
icin 5 kere tekrar edildi. Her seferinde 2 ml heksan eklendi,1 dakika vorteks yapildi
ve 2800 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilarak iist fazdaki heksan toplandi. Bu islemler
gerceklestirilirken laboratuvar 1siklart kapali bir sekilde calisildi. Heksanlarin
toplandig1 ikinci setteki tiiplerin {izeri aliiminyum folyoyla kapatildi. Miimkiin
oldugunca sterilizasyona ve heksanin toplanmasi asamasinda miktar kaybi
yasanmamasina dikkat edildi. Boylece her 6rnege 10 ml heksan eklenmis ve santrifiij

sonunda her 6rnekten 10 ml karotenleri tutmus heksan elde edilmis oldu.

Elde edilen 10 ml ¢6zelti 2800 rpm’de 2 dakika daha santrifiij edildi. Sonrasinda bu
10 ml ¢6zeltinin 8 ml’si alinarak son set vidali kapakli cam tiiplere aktarildi. Bu 8 ml
¢ozelti speedvac aletinde 40 dakika kapaklari acik bir sekilde tutularak igerisindeki

heksanin uzaklastirilmasi tiipte geriye karotenlerin kalmasi saglandi.

Bu arada geriye kalan 2 ml heksan ¢ozeltisi lizerinden OD 449 nm’de OD 6lgiimii
yapildi. Kontrol 6rnek 900 pl heksana 100 pl elde edilen heksan ¢ozeltisinden
eklenerek yani 10 kat diliie edilerek OD okundu. Diger 6rnekler 950 pl heksana 50
ul elde edilen heksan ¢ozeltisinden eklenerek yani 20 kat diliie edilerek OD okundu.
Elde edilen OD degerleri Windows Excel programina aktarilarak diliisyon katsayilari
ile birlikte gercek OD degerleri hesaplandi. Olusturulan standart egri iizerinden total

karoten miktarlar belirlendi.

40 dakikanin sonunda tiipler speedvacden alinarak kapaklar1 kapatilmis, aliiminyum
folyoya sarilmis ve iizerine ekstraksiyon bilgileri not edilmis sekilde -80 °C

buzdolabina kaldirildi.
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3.3.6. HPLC yontemiyle hiicrede iiretilen spesifik karoten miktarinin belirlenmesi

Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC), analitik ayirma tekniklerinden biridir.
Kantitatif tayinlerde kolaylik saglamasi, duyarliligi, ugucu olmayan veya sicaklikla kolayca
bozunabilen bilesiklerin ayrilmasinda etkin olmas1t HPLC ydnteminin sik kullanilan analitik
yontemler arasinda yer almasini saglamisgtir [128]. HPLC cihazinda maddelerin fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerini temel alarak ayrismasini saglayan temel kisim kolondur. Kolon kolon
firin1 ad1 verilen boliim igerisine takilir. Kolon firin1 kolonu saklamak ve sicakligini sabit bir
degerde tutmak icin kullanilir [128]. Kolonlar genellikle camdan, ¢elikten yapilmaktadir.
Kolonlarm igerisinde silika jel taban olarak kullanilmaktadir. Silika kimyasinin iyi bilinmesi
ve fabrikasyon islemlerinin kolaylikla kontrol altinda tutulabilmesine bagli olarak siklikla
tercih edilmektedir [129]. Silika jeller dar ve ¢ok gozenekli, ylizey alanl ve diisiik miktarda
metal icerigine sahiptir. Basincin olusturdugu mekanik etkiye karsi direnglidir [129].
Genellikle karotenlerin HPLC yontemiyle ayristirilmasi islemlerinde Cig kolonu
kullanilmaktadir. Ancak Cig kolonu izokratik veya gradient olarak ayrilmasinda
kullanilmaktadir. Geometrik ve pozisyonel izomerlerin ayrilmasinda elverisli degildir. Cso
kolon ise farkli karoten izomerlerinin ayristirilmasi, tanimlanmasi ve miktarlarinin
belirlenmesinde biiyiik bir hassasiyet ve segicilikle gérev yapmaktadir [9]. Deneyde ters faz
HPLC yontemi Cazo kolon (20x 4,6mm) ile birlikte kullanildi. A, B, C olmak tizere ii¢ farkli
mobil faz hazirlandi. Mobil fazlar hazirlanirken sterilizasyona ve miktar kaybi
yasanmamasina 6zen gosterildi. A ¢ozeltisi metanol ve distile sudan (%98:2 v/v), B ¢ozeltisi
metanol ve distile sudan (%95:5 v/v) ve C ¢ozeltisi tersiyer metil biitil eterden (%100)

olusmaktadir [9]. Suslarin HPLC’de analizi su sekilde gergeklestirilmistir:

e Suslarm igerisinde yiiksek miktarda bulundugu diisiiniilen B-karoten ve likopen i¢in
standart soliisyonlar hazirlandi. B-karoten 0,6 pg/ml olacak sekilde, likopen 0,4
ug/ml olacak sekilde heksanla diliie edilerek standart ¢ozeltiler hazirlandi. B-karoten
10 dakika ve likopen 15 dakikada pik olusturdu. Standart 6l¢iimler iizerinden standart
egri ¢izildi.

e Daha sonra iki ekstraksiyon sonucu elde edilen karotenler igeriginin tamamen
¢oziilmesine bagl olarak heksanla farkli katsayilarda diliie edilerek HPLC’de analiz

edilecek hale getirildi.
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Cozeltiler hazirlandiktan sonra HPLC aletinin ¢alistirilmasi yapildi. Tlk olarak HPLC
aletinin bagli oldugu bilgisayar acildi.

Ustten asagiya kadar HPLC aletine ait tiim diigmeler acild1.
Bilgisayar ekranindan "Instrument online" programi segildi.

A mobil faz1 baglandi. Bu baglama islemi esnasinda sise igerisinde hava kabarcigi

olusturmamaya dikkat edildi.

Sonrasinda kolon, kolon firmi igerisine baglandi. Kolon baglanirken kolonun iki
ucundaki vidalar baglandi sonra kolon HPLC igindeki kolon hattina yerlestirildi ve
iki ucundan aparatlarla sabitlendi.

Metod kismindan yeni metod segildi ve akis baslatildi. Akis hizi 1ml/dk. dir. Kolon
sicaklig1 20 °C ve dalga boyu 450 nm’dir.

Pompanin diigmesi acilarak 5 dakika calistirildi. Akis 50 pl 1ml/dk olacak sekilde

ayarlandi.

Sonra pompa kapatildi ve 1 saat kolon yikama islemi baslatildi. Kolon yikanirken

her 15 dakikada bir balans tusuna basilarak referans degeri sifirlandi.

Ekrandaki sekans tusu tiklandi ve sekans parametreleri secildi. Alt dizini segildi.

Sekans tablosu acild1 ve 6rneklerin listesi baglatild.
Sonrasinda vial se¢ildi, 6rnek adi, metod adi1 belirlenerek sekans baslatildi.

Sekans tamamlandiginda bilgisayar ekraninda farkli karoten cesitlerini gosteren
pikler olugsmaktadir. Bu pikler farkli dakikalarda goriiniir hale gelmektedir. Farkl
dakikalarda goriiniir hale gelen piklerin alan biiyiikliikleri her susta bulunan farkh
karoten miktarlarinin hesaplanmasinda kullanildi. B-karoten ve likopenin hangi
dakikada pik olusturdugu bilindigi i¢in bu piklerin hangi karotene ait oldugu

saptanmistir.

Olusan pikler sus isimleri ile birlikte Windows Excel programina aktarildi. Standart
Olctimler sonucu elde edilen standart egri iizerinde olusan y=ax+b seklindeki

denklemden pg/ml cinsinden spesifik karoten miktarlar1 hesaplandi. Bu denklemde
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y degeri karoten miktarini x degeri pik alanin1 gostermektedir. Bu miktarlar 6l¢iim
yapilmadan 6nce yapilan diliisyon katsayilari ile ¢carpilarak gercek karoten miktarlar
belirlendi. Bu Olgiimlerin ortalamasi ve standart sapmasi alinarak bir grafik

olusturuldu.

¢ Bilgisayar ekraninda goriiniir hale gelen suslarin HPLC analizi sonucu ortaya ¢ikan

piklerin fotograflar1 ¢ekildi.

Cizelge 3.3.’de goriildiigii gibi HPLC’de kullanilan yontemde gradient eliisyon 0. dakikada
%80 A ve %20 C ¢ozeltisi olacak sekilde gerceklestirildi. Ardindan lineer gradient faz %60
A ve %40 C c¢ozeltisinden olmak tizere 2. dakikada akis hizi 1.4 ml/dk. olacak sekilde
gergeklestirildi. 2.01. dakikada akis hizi 1 ml/dk. degisirken gradient de %60 B ve %40 C
cozeltisi olacak sekilde degisti. Lineer gradient 12. dakikada %100 C ¢ozeltisi kullanildi.
13.dakikada baslangi¢ kosullarina geri doniildii. Yeniden kalibrasyonu saglamak 7 dakika

stirmekte ve baslangi¢ kosullar1 kullanilmaktadir [9].

Cizelge 3.3. HPLC analizinde kullanilan metodun sematik gosterimi [9]

Siire (dKk) A cozeltisi B cozeltisi C ¢ozeltisi
0 %80 %0 %20

2 %60 %0 %40

2.01 %0 %60 %40

12 %0 %0 %100

13 %80 %0 %20

20 %80 %0 %20

3.4. istatistiksel Analiz

UV mutajenez deneyinin uygulamalart sonucunda secilen suslarin sivi besiyerinde
biiyiitiilmesinin ardindan ilk biiylitme sonucunda bazi1 suslar elenmistir. 2. biiyiitme sonucu
elde edilen OD degerleri kontrol ve deney olarak gruplar arasi analiz edilmistir. Bu analiz
icin Friedman testi yapilmistir. Grup i¢i analiz olarak 0, 24, 48, 72 saat degerlerinin
karsilagtirilmasi i¢cin Mann Whitney testi uygulanmistir. 3. Biiyiitme i¢in de ayni testler
uygulanarak analiz yapilmistir. P degerlerinin 0,05’den kiigiik oldugu degerler istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. HPLC 6l¢iimleri sonucunda elde edilen spesifik B-karoten
miktarlar1 kontrol ve deney olarak gruplar arasi analiz edilmek amaciyla Wilcoxon testi
uygulanmustir. iki karoten ekstraksiyonu sonucunun grup ici karsilastirilmasi amaciyla

Mann Whitney testi uygulanmistir. Likopen miktarlarinin analizi i¢in de ayni testler
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uygulanmistir. Karoten ekstraksiyonu sonrasi spektrofotometrede 6l¢iim yapilmasi ile elde
edilen total karoten miktarlari kontrol ve deney olarak gruplar arasi analiz edilmek amaciyla
Wilcoxon testine tabi tutulmus, karoten ekstraksiyonu deneyinin iki uygulamasinin
karsilagtirilmasi olarak grup i¢i analizde Mann Whitney testi uygulanmistir. P degerlerinin

0,05’den kiiciik oldugu degerler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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4. BULGULAR

4.1. UV Mutajenez Deneylerinin Sonuclarinin Degerlendirilmesi

UV mutajenez deneyinin dort kere uygulanmasinda her uygulamada farkli sayida koloni elde
edilmistir. Ilk uygulamada yapilan set 1 petrilerine 100 pj/ cm? olarak 1 dakika, set 2
petrilerine 100 pj/ cm? olarak 2 dakika, set 3 petrilerine ise 100 pj/ cm?ise olarak 3 dakika
UV uygulamasi maya kolonileri i¢in 6limciil olmustur. UV mutajenez deneyinin ikinci
uygulamasinda petrilerin UV’ye maruz birakilma siireleri kisaltilmigtir. Set 1’in 6 petrisine
100 pj/5 sn, set 2°nin 6 petrisine 100 pj/15 sn ve set 3’lin 6 petrisine 100 pj/30 sn UV
uygulanmistir. Kontrol petrilerine UV uygulamasi yapilmamistir. Ancak bu uygulamada
kontrol petrilerinde ilk uygulamaya gore daha az sayida koloni olusmustur. Kontrol
petrilerinde 31, 48 ve 45 adet koloni olusmustur. Bu kadar az sayida koloni olusmasinin
sebebinin ilk uygulamada 1 OD fiinitesinde 3x107 hiicre/ul seklinde hesaplama yapilmasina
ragmen bu uygulamada 1x10" hiicre/ul esitliginin temel alinmasi oldugu diisiiniilmektedir.
Set 2 100 pj/15 sn UV ve set 3 100 pj/30 sn UV uygulamasi sonucunda higbir koloni
biliylimesi gozlenmemistir. Set 1 100 pj/5 sn UV uygulamasinda ise 6 adet petriden toplam
10 adet koloni elde edilmistir. Bu koloniler kontrolle kiyaslandiginda koyu renkli olan
kolonilerdir. Bu koloniler YPD kat1 besiyerine tek koloni ekim yapilarak renk ve saglik
durumu stabilitesi incelenmistir. Bu kolonilerin kontrolle kiyaslandiginda kontrolden daha
koyu bir renge sahip olmamalar1 ve petit olmalar1 gerekgesiyle ilk tek koloni ekimden sonra
elenmistir. UV mutajenez deneyinin {igiinci uygulamasinda UV siireleri daha da
kisaltilmistir. Sonugta 2 adet petri 100 pj/1 sn, 6 adet petri 100 pj/2 sn, 6 adet petri 100 pj/3
sn, 3 adet 100 pj/6 sn seklinde UV’ye maruz birakilmistir (Resim 4.1.). Petriler 3 giin sonra
incelendiginde kontrol petrilerinde 481, 473 ve 511 koloni olusmustur. Kontrol petrilerinde
bu uygulamada fazla sayida koloni olusmasinin nedeni 20 kat yerine 10 kat seri diliisyon
yapilarak yayma ekim uygulanmasidir. Bu uygulama sonucunda ¢ok sayida koloni fenotipik
olarak tarandi. 100 pj/1 sn petrilerinden 1 tane koloni, 100 wj/2 sn petrilerinden 29 koloni,
100 wj/3 sn petriilerinden 25 koloni, 100 pj/6 sn petrilerinden 5 koloni se¢ilmistir. Segilen
bu koloniler YPD kat1 besiyerine tek koloni ekim yapilmis renk koyulugunun ve saglik
durumunun stabilitesi izlenmistir. Bu kolonilerin bir kisminin petit oldugu diisiiniilerek %3
gliserol iceren YPD besiyerinde biiylimesi gozlenmis petit olmadigina karar verilen suslarin

biiyiitiilmesine devam edilmistir.
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Resim 4.1. UV mutajenez deneyinin ti¢iincii uygulamasinda elde edilen koloniler a. kontrol
1 petrisi b. kontrol 2 petrisi c. 100 pj/1 sn-1 petrisi d. 100 pj/1 sn-2 petrisi e. 100
wj/2 sn-1 petrisi f. 100 pj/2 sn-2 petrisi
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Resim 4.1. (devam) UV mutajenez deneyinin tiglincii uygulamasinda elde edilen koloniler
g. 100 pj/2 sn-3 petrisi h. 100 pj/2 sn-4 petrisi 1. 100 uj/2 sn-5 petrisi i. 100 pj/2
sn-6 petrisi j. 100 pj/3 sn-1 petrisi k. 100 pj/3 sn-2 petrisi



Resim 4.1. (devam) UV mutajenez deneyinin tigiincii uygulamasinda elde edilen koloniler
1.100 pj/3 sn-3 petrisi m. 100 pj/3 sn-4 petrisi n. 100 pj/3 sn-5 petrisi 0. 100
wj/3 sn-6 petrisi

Resim 4.1. (devam) UV mutajenez deneyinin {iglincii uygulamasinda elde edilen koloniler
6. 100 pj/6 sn-1 petrisi p. 100 pj/6 sn-2 petrisi r. 100 uj/6 sn-3 petrisi

UV mutajenez deneyinin ii¢lincii uygulamasinda 100 pj/2 sn ve 100 pj/3sn petrilerinde
olusan koloniler tercih edildi. Ciinkii secilen kolonilerin hem sagliklt hem de koyu renkli
olmasi istenmektedir. Az slirede UV’ye maruz birakilan kolonilerin digerlerine gore daha
saglikli olacag diisiiniilmiistiir. Bu uygulamanin ardindan uygun UV siiresinin 2-3 sn oldugu

tespiti yapilmistir. Ancak segilen kolonilerin hepsinin saglik durumunun ve renk
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koyulugunun stabilite gosteremeyecegi diisiiniilerek daha fazla koloni elde etmek amaciyla
UV mutajenez deneyi bir kez daha tekrarlanmistir. UV mutajenez deneyinin dordiincii
uygulamasinda 10 adet 100 pj/2 sn ve 10 adet 100 pj/3 sn petrisi olusturulmustur. Seri
dilisyon asamasinda yine 10 kat diliisyon yapilarak yayma ekim yapilmistir. Bunun

sonucunda kontrol petrilerinde 769, 775, 805 koloni olugsmustu. Kontrol petrilerinde fazla

koloni olugmasi bu hiicrelerin UV mutant olmamalariyla agiklanmaktadir (Resim 4.2.).

Resim 4.2. UV mutajenez deneyinin dordiincii uygulamasinda elde edilen koloniler
a.kontrol 1 petrisi b. kontrol 2 petrisi c. 100 pj/2 sn-1 petrisi d. 100 pj/2 sn-2
petrisi e. 100 uj/2 sn-3 petrisi f. 100 pj/2 sn-4 petrisi



Resim 4.2. (devam) UV mutajenez deneyinin dordiincii uygulamasinda elde edilen koloniler
g. 100 pj/2 sn-5 petrisi h. 100 pj/2 sn-6 petrisi 1. 100 pj/2 sn-7 petrisi i. 100 pj/2
sn-8 petrisi j. 100 pj/2 sn-9 petrisi k. 100 pj/2 sn-10 petrisi
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Resim 4.2. (devam) UV mutajenez deneyinin dordiincii uygulamasinda elde edilen koloniler
1. 100 pj/3 sn-1 petrisi m. 100 pj/3 sn-2 petrisi n. 100 pj/3 sn-3 petrisi o. 100 p;j/3
sn-4 petrisi 6. 100 pj/3 sn-5 petrisi p. 100 pj/3 sn-6 petrisi
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Resim 4.2. (devam)UV mutajenez deneyinin dordiincii uygulamasinda elde edilen koloniler
r. 100 pj/3 sn-7 petrisi s. 100 pj/3 sn-8 petrisi 5. 100 uj/3 sn-9 petrisi t. 100 p;j/3
sn-10 petrisi

UV mutajenez deneyinin dort kez uygulamasinin sonucunda ¢ok sayida koloni elde
edilmigtir. Dordiincii uygulamadan da yeterince koloni elde edilmesine bagli olarak UV

mutajenez deneyi tekrarlanmamistir.

4.2. UV Mutajenez Deneyi Sonucunda Olusan Kolonilerin Fenotipik Taranmasinin
Sonuglar

UV mutant olan yeterli sayida koloni olugsmasi i¢in UV mutajenez deneyi dort defa tekrar
edilmistir. UV sonucu ilk mutant kolonilerin elde edilmesi ancak UV mutajenez deneyinin
ikinci uygulamasi sonucunda gerceklesmistir. UV mutajenez deneyinin dort uygulamasi
sonucu 219 koloni secilerek YPD kat1 besiyerine ve %3 gliserol iceren YPD kat1 besiyerine
ekilmistir. Bunlardan biiylik bir kismi1 elenmistir. 15 sus secilerek YPD sivi besiyerinde
biliylitme deneyine tabi tutulabilmistir. Bu eleme asamalarinda en az 3 defa YPD kati
besiyerinde tek koloni ekim yapilarak renk koyulugunun ve saglik durumunun stabilitesi

gozlenmistir. Bazi koloniler ise %3 gliserol iceren YPD kat1 besiyerinde iireyemedikleri yani
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petit olduklari i¢in elenmistir. YPD s1v1 besiyerinde suglarin ilk biiyiitiilmesinin ardindan bir
kismi1 daha elenmistir. UV mutajenez deneyinin iiglincii uygulamasinda 2 adet petri 100 pj/1
sn, 6 adet petri 100 pj/2 sn, 6 adet petri 100 pj/3 sn, 3 adet petri 100 pj/6 sn seklinde UV’ye
maruz birakilmistir. UV mutajenez deneyinin iliglincii uygulamasinin ardindan 4-5 giin
gectikten sonra koyu renkli koloniler goriiniir hale gelmistir. Bu uygulamada 100 pj/1 sn
kolonilerinden 1 adet, 100 pj/2 sn kolonilerinden 29 adet, 100 pj/3 sn kolonilerinden 25 adet,
100 uj/6 sn kolonilerinden 13 adet koloni alinarak YPD kati besiyerine tek koloni ekim
yapilmistir.

Sadece 100 pj/2 sn 9, 100 pj/6 sn 1 ve 4 nolu koloniler kontrolle kiyaslandiginda daha koyu
bir renge sahip olmalarina bagli olarak tekrar YPD kati besiyerine tek koloni ekimi
yapilmustir. 2 giin sonra yine petriler incelenmistir ve bu kolonilerde renk koyulugu ve saglik
durumu stabildir (Resim 4.3.). 3 kez YPD kat1 besiyerinde tek koloni ekim yapilarak renk
ve saglik durumunun stabilitesi gozlenen 100 pj/2 sn 9, 100 wj/6 sn 1 ve 4 nolu kolonilerin
%15 gliserol iceren YPD sivi besiyerine ekilerek dondurulmasi karari verilmistir. Bu
koloniler dondurulmadan 6nce fazla miktarda elde edilmek amaciyla YPD kati besiyerine
stvama seklinde ekilmistir. 2 giin sonra petride biiyliyen koloniler ekiivyon c¢ubuguyla

toplanarak 1 ml %15 gliserol iceren YPD s1vi besiyerine ekilmistir.

R,

Resim 4.3. UV mutajenez deneyinin iigiincii uygulamasinda segilen koloniler a.100 pj/2 sn
9, 100 pj/6 sn 1,4 nolu kolonilerin YPD kat1 besiyerine tek koloni ekimi b. 100
wj/2 sn 9, 100 pj/6 sn 1,4 nolu kolonilerin dondurulmadan 6nceki yama ekimi

UV mutajenez deneyi sonucu ilk dondurulan koloniler bu kolonilerdir. UV mutajenezin
ticlincii uygulamasinda 68 koloni se¢ilmis bu koloniler asama asama elenerek geriye sadece
3 koloninin dondurulmasi uygun goriilmiistiir. Ancak caligmamizin amacina ulagmasi i¢in
daha fazla koloni elde etmek gerekmektedir. Bu amagla UV mutajenez deneyi bir kez daha
tekrarlanmigtir. Bu uygulamada yalnizca 2 sn ve 3 sn UV siireleri kullanilmistir. 10 adet

YPD petriye 100 pj/2 sn ve 10 adet YPD petriye 100 pj/3 sn seklinde UV uygulanmustir. 4
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giin sonra petriler kontrol edilmis ve UV’ye maruz birakilan petrilerden toplam 141 koloni
secilerek incelenmistir. 100 pj/2 sn 3, 6, 8, 13, 23, 34p nolu koloniler ve 100 pj/3 sn 13, 14,
18, 22, 35p ve 37p nolu kolonilerin kontrole gore daha koyu renkli olmasi ve saglikli

olmalar1 nedeniyle dondurulmasina karar verilmistir (Resim 4.4.).

Resim 4.4. UV mutajenez deneyinin dordiincii uygulamasinda segilen kolonilerin tek
koloni ekimlerinin sonuglari a. kontrol, 100 pj/2 sn 3, 6, 8 nolu kolonilerin tek
koloni ekimi b. kontrol, 100 pj/2 sn 13, 34p, 100 wj/3 sn 35p nolu kolonilerin
tek koloni ekimi c. kontrol, 100 pj/2 sn 13, 100 wj/3 sn 14, 18 nolu kolonilerin
tek koloni ekimi d. kontrol, 100 pj/2 sn 23, 100 pj/3 sn 22, 37p nolu kolonilerin
tek koloni ekimi

Bu kolonilerin tamami dondurulmadan 6nce segilerek YPD kati besiyerine yama seklinde
ekilmistir. Ertesi gilin biiyliyen koloni ekimleri yine YPD kat1 besiyerine sivama seklinde
ekilmistir. Biiyiiyen koloniler %15 gliserol iceren YPD siv1 besiyeri igerisine ekilerek
donduruldu. UV mutajenez deneyinin dordiincli uygulamasi sonucunda toplam 141 koyu
renkli koloni secilmis bunlardan yalnizca 12 tanesi renk koyulugunu ve saglik durumunu
stabil tutarak dondurulma asamasma kadar gelebilmistir (Resim 4.5.). UV mutajenez
deneyinin {iglincli uygulamasi sonucunda da 3 koloni dondurulmustu. UV mutajenez
deneyinin tiim uygulamalar1 sonucunda 15 koloni segilerek dondurulmustur. Bu kolonilerin

renk koyulugu ve saglik durumu daha sonra YPD sivi besiyerinde de test edilmistir.
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Resim 4.5. UV mutajenez deneyinin dordiincii uygulamasi sonucunda segilen kolonilerin
yama ve sivama ekimleri a. Dondurulmasina karar verilen 12 koloninin YPD
kat1 besiyerindeki yama ekimi b. 100 pj/2 sn 3, 6, 8 100 pj/3 sn 14 nolu
kolonilerin YPD kat1 besiyerindeki sivama ekimi c. 100 pj/2 sn 13, 23, 34p, 100
j/3 sn 22 nolu kolonilerin YPD kat1 besiyerindeki sivama ekimi d. 100 pj/3 sn
13, 18, 35p, 37p nolu kolonilerin YPD kat1 besiyerindeki sivama ekimi

4.3. Secilen Suslarin Sivi Besiyerinde Biiyiitiilmesinin Sonug¢lar1 ve Biiyiime Egrileri

UV mutajenez deneyinin dort uygulamasi sonucunda segilen 15 koloni -80 °C buzdolabinda
dondurulmustu. Dondurulan tiim koloniler kontrol susla birlikte YPD kati besiyerine
ekilmistir. 3 giin sonra biiyiiyen koloniler 30 °C inkiibatérden alinarak sivi besiyerinde
bliylitiilmiistlir. 3 giin boyunca tiim suslarin OD degerleri 6l¢iilmiistiir. Cizelge 4.1.°de
goriildiigii gibi 72 saat Ol¢liimlerinde OD degerleri azalmaya baslamistir. Yani suslar 3

gilinden fazla biiytitiildiigiinde OD degerleri diismekte hiicre 6limii gerceklesmektedir.
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Cizelge 4.1. Suslarin s1v1 besiyerinde ilk defa biiyiitiilmesi sirasinda ol¢iilen 24, 48, 72 saat

OD degerleri

Sus Ad1 24 Saat OD Degerleri 48 Saat OD Degerleri 72 Saat OD Degerleri
Kontrol 14,92 20,37 17,16
2sn/3 12,18 34,5 17,24
2sn/6 7,96 48,6 10,12
2sn/8 6,54 7,05 1,16
2sn/9 8,06 11,34 10,44
2sn/13 12,34 18,51 15,48
2sn/23 5,98 6,96 3,12
2sn/34p 2,78 3,62 3,94
3sn/13 7,7 41,82 9,48
3sn/14 13,68 19,47 15,96
3sn/18 4,98 6,32 4,22
3sn/22 13,82 20,01 15,24
3sn/35p 13,92 42,45 18,48
3sn/37p 5,38 7,26 5,46
6 sn/1 9,32 21,72 14,48
6 sn/4 5,76 5,56 3,92

OD 6l¢iimiiniin yapilmasinin ardindan tiim suslar kontrolle kiyaslanarak renk acikligi veya
OD degerinin diisiikk olmasina bagli olarak az biiytime gosteren bazi suslar elenmistir (Resim
4.6.). Baz1 suslarin ise rengi koyu olmasina ragmen OD degerlerinin diigiik olmasina bagl
olarak sagliksiz suslar oldugu diisiiniilmiistiir. Rengi acik oldugu i¢in elenen suglar 100 pj/2
sn §,9, 23,100 pj/3 sn 22, 35p, 100 pj/6 sn 1’dir. Bu suslardan 100 pj/2 sn 8’de hiicre 6limii
gergeklesmis, kiiltliriin rengi matlasip siyahlasmaya baslamisti. OD’si diisiik sagliksiz suglar
100 pj/2 sn 34p, 100 wj/3 sn 18, 37p, 100 pj/6 sn 4’diir. Kontrol, 100 pj/2 sn 3, 6, 13, 100
wj/3 sn 13, 14 suslar ise sivi besiyerinde ilk biiylitme sonucunda toplanarak saklanan
suslardir. Suslarin sivi besiyerinde ilk biiylitmesinde kontrol disinda toplamda 15 sus
biiyiitiilmiis 3 giinlin sonunda bu suslardan 10 tanesi OD disiikligli ve renk aciklig
nedenleriyle elenmis geriye kalan 5 sus kontrol ile birlikte toplanarak saklanmistir. Bu suslar
icinde hem OD ytiksekligi hem de renk koyulugu agisindan en iyi gelisim gosteren sus ise
100 pj/3 sn 14°diir.
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Resim 4.6. Suslarin s1v1 besiyerinde ilk defa biiyiitiilmesinin kiiltiir ve peletleri a.rengi agik
oldugu i¢in elenen 100 pj/2 sn 8, 9, 23, 100 nj/3 sn 22, 35p, 100 wj/6 sn 1
suslarinin kiiltiirleri b. OD’si diisiik oldugu i¢in elenen 100 pj/6 sn 4, 100 pj/2
sn 34p, 100 pj/3 sn 37p,18 suslarmin kiiltiirleri c. toplanip saklamasma karar
verilen kontrol, 100 pj/2 sn 3, 13, 6, 100 pj/3 sn 14, 13 suslarinin kiiltiirleri d.
toplanip saklamasina karar verilen kontrol, 100 pj/2 sn 3, 100 uj/3 sn 13, 100
wj/2 sn 6, 100 pj/3 sn 14, 100 wj/2 sn 13 suslarinin peletleri

Secilen suslarin sivi besiyerinde ikinci kez biiyiitiilmesinde ilk biiyiitmenin sonucunda
secilen kontrol, 100 pj/2 sn 3, 6, 13, 100 pj/3 sn 13, 14 suslart kullanilmistir. 1 giin 6nceden
hazirlanan baglangig kiiltiirlerin OD’si 6l¢iildiikten sonra baglangi¢c hacmi 50 ml ve baglangic
OD’si 0,05 olacak sekilde hesaplar yapildi. Her sus i¢in drneklere baslangic kiiltiirden ne

kadar eklenmesi gerektigi belirlendi.

Cizelge 4.2. Secilen suslarin sivi besiyerinde ikinci kez biyiitiilmesinde kullanilan
baslangig kiiltiirlerin OD degerleri ve baslangig kiiltiirden alinan miktarlar

Sus Ad1 OD Degeri Kiiltiirden Kullamlan Miktar (ul)
Kontrol 11,42 219
2sn/3 6,98 358
2sn/6 71 352
2sn/13 7,74 322
3sn/13 6,92 361
3sn/14 8,16 306

3 giin boyunca OD degerleri olgiilerek Windows Excel programina aktarilmistir (Cizelge
4.3.).
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Cizelge 4.3. Secilen suslarin s1v1 besiyerinde biiyiitiilmesinin ikinci uygulamasi sirasinda
oOl¢iilen 0, 24, 48, 72 saat OD degerleri

Sus Adi 0 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat
Kontrol 1 0,05 12,5 14,49 18,5
Kontrol 2 0,05 12,34 15 16,2
2sn/3-3 0,05 10,76 16,5 19,7
2sn/3-4 0,05 11,06 16,26 20,45
2 sn/6-5 0,05 6,76 6,33 9,6

2 sn/6-6 0,05 7,22 7,17 11,15
2sn/13-7 0,05 11,06 17,76 20
2sn/13-8 0,05 11,5 18,24 22,75
3sn/13-9 0,05 8,04 8,85 14,65
3sn/13-10 0,05 8,1 9,09 14,35
3sn/14-11 0,05 13,44 21,36 25,25
3sn/14-12 0,05 13,12 20,97 26,8

Suslarin isimlerinin yaninda bulunan ikinci rakamlar suslarin ¢alkalayici inkiibatorde kag
numaral1 yerde biiyiidiigiinii gostermektedir. inkiibatériin icinde hava iifleyen fan kismia
yakin olan suglarda koyu renk gozlenebilmektedir. Oksijen varlig1 beta karoten ve likopen
iretimini etkileyebilmektedir. 3 giin boyunca OD’si 6l¢iilen suglarin hepsi 3. giiniin sonunda
toplanarak -80 °C kaldirilmistir (Resim 4.7.). Tiim suslar igerisinde en koyu renge sahip sus

yine 100 pj/3 sn 14’diir.
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Resim 4.7. Suslarin sivi besiyerinde ikinci defa biyiitilmesinin kiiltiir ve peletleri
a.kontrol, 100 pj/2 sn 3, 6, 13, 100 pj/3 sn 13, 14 suslarinin baslangic kiiltiirleri
b.kontrol 1, kontrol 2, 100 pj/2 sn 3-3, 3-4, 6-5 suslarinn kiiltiirleri c. 100 p;/2
sn 6-6, 13-7, 13-8, 100 p;j/3 sn 13-9, 13-10, 14-11, 14-12 suslarmin kiiltiirleri
d. kontrol 1, kontrol 2, 100 wj/2 sn 3-3, 3-4, 6-5, 6-6, 13-7, 13-8, 100 pj/3 sn
13-9, 13-10, 14-11, 14-12 suslarmin kiiltiirlerinin toplu halde goriniimii e.
kontrol 1, kontrol 2, 100 pj/2 sn 6-5, 13-7, 3-3, 6-6, 3-4 suslarinin peletleri f.
100 pj/2 sn 13-8, 100 pj/3 sn 13-10, 14-11, 14-12, 13-9 suslarinin peletleri

2. biiylitme 6l¢iimlerinin grup i¢i karsilastirmasinin analiz edilmesi amaciyla Mann Whitney

ve gruplar aras1 karsilastirmasinin analiz edilmesi amaciyla Friedman testi yapilmstir.

Gruplar arasi karsilagtirma analizi sonuglarina gore kontrol grubu ile deney grubu arasinda
2. biiyiitme degerlerinin baglangic, 24 saat, 48 saat ve 72 saat degerleri agisindan anlamli

fark bulunmamaktadir.

Gruplar i¢i karsilastirma analizi sonuglarina gére deney grubunda 2.biiylitme degerlerinin
baslangig, 24 saat, 48 saat ve 72 saat degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05). Farkli zamanlardaki degerler incelendiginde 24 saatte 2.biiylimenin

12,42; 48 saatte 14,75 ve 72 saatte 17,35 oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.4).



80

Cizelge 4.4. Tekrarli biliyiime (2.biiylitme) Olglimlerinin grup i¢i ve gruplar arasi
karsilastirma analizi

Gruplar Arasi
Kontrol Deney Karsilagtirma
Testi
Ort. ss Ort. ss U p

Tekrarh biiyiime dl¢iimleri (0.Zaman 2.Biiyiitme) 0,05 0,00 0,06 0,00 10,000 1,000

Tekrarh biiyiime ol¢iimleri (24 Saat 2.Biiyiitme) 10,11 241 1242 0,11 4,000 0,197

Tekrarh biiyiime ol¢iimleri (48 Saat 2.Biiyiitme) 1425 5,79 14,75 0,36 8,000 0,667

Tekrarh biiyiime dl¢iimleri (72 Saat 2.Biiyiitme) 18,47 582 17,35 1,63 8,000 0,667
. . X2 28,080 30,000

Grup I¢i Karsilastirma Testi (On Test-Son Test)

p 0,000 0,000*

*p<0,05

Istatistiksel analiz sonuglarma gére gruplar arasi analizde kontrol ve deney grubu arasinda
biiylime egrileri agisindan bir fark goriilmemistir. Yani deney grubunu olusturan UV mutant
suslar da kontrol kadar saglikli suslardir ve biiylimeleri normal diizeyde seyretmektedir. 0,
24, 48, 72 saat OD degerleri arasinda farklilik gozlenmesi 48 ve 72 saat biiyiitme

degerlerinin artis gostermesi beklenen bir durumdur (Sekil 4.1.)

2. biiytlitme grup i¢i analiz

=@ tckrarl1 biiylime dl¢timleri (0.Zaman 2.Biiyiitme)
tekrarli biiylime 6l¢iimleri (24 Saat 2.Biiyiitme)

tekrarli bliylime 6l¢timleri (48 Saat 2.Biiyiitme)
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Sekil 4.1. Suslarin s1v1 besiyerinde 2. kez biiyiitiilmesinde 0, 24, 48, 72 saat grup i¢i analizi

Kontrol, 100 pj/2 sn 3, 6, 13, 100 pj/3 sn 13, 14 suslar {igiincii kez YPD siv1 besiyerinde
biiyiitiilmiistiir. Onceki biiyiitmelerde oldugu gibi 1 giin &nceden baslangic kiiltiirii
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hazirlanmistir. Baglangic OD degeri 0,05 ve hacim 50 ml olacak sekilde baglangic kiiltiirden
ne kadar kullanilmasi gerektigi hesaplanmistir (Cizelge 4.5.). Her bir 6rnege ilgili miktar
eklenerek 30 °C 300 rpm’de calkalayici inkiibatérde 3 giin boyunca biiyiitme islemine
baslanmistir. Suslarin isimlerinin yanina calkalayic1 inkiibatérde ka¢ numarali yerde

bulunduklari not edilmistir.

Cizelge 4.5. Segilen suglarin sivi besiyerinde iiglincii kez biiyiitiilmesinde kullanilan
baslangig kiiltiirlerin OD degerleri ve baslangic kiiltiirden alinan miktarlar

Sus Ad1 OD Degeri Kiiltiirden Kullamlan Miktar (ul)
Kontrol 13,4 186,5

2sn/3 9,28 269

2sn/6 8,98 278

2sn/13 10,78 232

3sn/13 8,58 291

3sn/14 12,5 200

3 giin boyunca OD 6l¢iimii yapilmis ve Windows Excel programina aktarilmistir (Cizelge
4.6.)

Cizelge 4.6. Segilen suslarin sivi besiyerinde biiyiitiilmesinin ii¢lincli uygulamasi sirasinda
oOlgiilen 0, 24, 48, 72 saat OD degerleri

Sus Adi 0 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat
Kontrol 1-1 0,05 14,58 23,61 30,2
Kontrol 2-2 0,05 13,56 22,98 20,4
2sn/3-3 0,05 12,3 22,71 28,3
2 sn/3-4 0,05 10,32 22,74 29,8
2 sn/6-5 0,05 8,68 19,05 27,9
2 sn/6-6 0,05 9,22 19,77 26,9
2sn/13-7 0,05 12,7 22,98 29,2
2sn/13-8 0,05 11,3 23,04 30,45
3sn/13-9 0,05 7,98 12,36 25,75
3sn/13-10 0,05 7,54 12,81 20,35
3sn/14-11 0,05 13,86 22,77 25,75
3sn/14-12 0,05 12,4 21,06 21,85

3 giin boyunca OD’si 6lgiilen suslarin tamaminin toplanarak saklanmasina karar verildi.

Tiim suslar iginde en koyu renge sahip sus 100 pj/3 sn 14’diir (Resim 4.8.).
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Resim 4.8. Suslarin sivi besiyerinde t¢tlincii defa biiyiitiilmesinin kiiltiir ve peletleri a.
kontrol (Bs), 100 pj/2 sn 3, 6, 13, 100 uj/3 sn 13, 14 suslarmin baslangig
kilttirleri b. kontrol 1-1, kontrol 2-2, 100 wj/2 sn 3-3, 3-4, 6-5, 6-6 suslarinin
kiiltiirleri ¢. 100 pj/2 sn 13-7, 13-8, 100 pj/3 sn 13-9, 13-10, 14-11, 14-12
suglarinin kiiltiirleri d. kontrol 1-1, kontrol 2-2, 100 pj/2 sn 3-3, 3-4, 6-5, 6-6,
13-7, 13-8, 100 pj/3 sn 13-9, 13-10, 14-11, 14-12 suslarimin kiiltiirlerinin toplu
gortiniimi e. kontrol 1-1, kontrol 2-2, 100 pj/2 sn 3-3, 3-4, 13-7, 13-8, 100 pj/3
sn 13-9, 13-10, 14-11, 14-12 suslarinin peletleri f. 100 pj/2 sn 6-5, 6-6 suglarinin
peletleri

3.Biiyiitme 6l¢timlerinin grup i¢i karsilagtirmasinin analiz edilmesi amaciyla Mann Whitney

ve gruplar arasi karsilastirmasinin analiz edilmesi amaciyla Friedman testi yapilmustir.

Gruplar arasi karsilastirma analizi sonuglarina gore kontrol grubu ile deney grubu arasinda
3.biiylitme degerlerinin baslangig, 24 saat, 48 saat ve 72 saat degerleri agisindan anlamli fark

bulunmamaktadir.

Gruplar i¢i karsilastirma analizi sonuglarina gore deney grubunda Tekrarli Biiyiime
(3.Biiyiitme) degerlerinin baslangig, 24 saat, 48 saat ve 72 saat degerleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05) (Cizelge 4.7.).



Cizelge 4.7. Tekrarli biliyiime (3.biiylitme) Ol¢limlerinin grup i¢i ve
karsilastirma analizi
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gruplar arasi

Gruplar Arasi

Kontrol Deney Karsilagtirma
Testi
Ort. ss Ort. ss U p

Tekrarh biiyiime dl¢iimleri (0.Zaman 3.Biiyiitme) 0,05 0,00 005 0,00 10,000 1,000

Tekrarh biiyiime él¢iimleri (24 saat 3.Biiyiitme) 10,62 2,20 14,07 0,72 1,000 0,053

Tekrarh biiyiime 6l¢iimleri (48 saat 3.Biiyiitme) 18,86 4,83 23,30 045 1500 0,067

Tekrarh biiyiime él¢iimleri (72 saat 3.Biiyiitme) 2477 482 2530 6,93 8,000 0,667
Grup ici Karsilastirma Testi (On Test-Son Test) Xt 6,000 5,400
p 0,112 0,145

Istatistiksel analiz sonuglarina gére gruplar arasi analizde kontrol ve deney grubu arasinda

bliylime egrileri agisindan bir fark goriilmemistir. Yani deney grubunu olusturan UV mutant

suslar da kontrol kadar saglikli suglardir ve biiylimeleri normal diizeyde seyretmektedir. O,
24, 48, 72 saat OD degerleri arasinda farklilik gozlenmesi beklenmektedir. 0,24, 48, 72 saat

degerleri arasinda bir artis saptanmistir. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p>0,05) (Sekil 4.2.).

3. Biiyiitme Grup I¢i Analiz

=@ tckrarli biiylime 6l¢iimleri (0.Zaman 3.Biiyiitme)

tekrarli biiylime 6l¢iimleri (24 saat 3.Biiyiitme)

tekrarli biiylime 6l¢iimleri (48 saat 3.Biiyiitme)

tekrarli bityiime 6l¢timleri (72 saat 3.Biiyiitme)
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Suslar

Sekil 4.2. Suslarin siv1 besiyerinde 3. kez biiyiitiilmesinde 0, 24, 48, 72 saat grup ig¢i analizi

Istatistiksel analiz sonuglarmin disinda 2. ve 3. biiyiitme sonuclarinin ortalamasi ve standart

sapmasi alinarak suslarin biiylime egrileri olusturulmustur (Sekil 4.3.). 2. ve 3. biiylitmeye

ait 24 saat degerlerinin, 48 saat degerlerinin, 72 saat degerlerinin ortalamasi1 ve standart

sapmasi alinmistir (Cizelge 4.8.).
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Cizelge 4.8. 2. ve 3. biiylitme deneylerinde 0, 24, 48, 72 saat OD degerlerinin ortalamalar1

ve standart sapmalari

Sus Adi 0.Saat Ort | 0.Saat 24.Saat 24.Saat 48.Saat 48.Saat 72.Saat 72.Saat
S.Sapma Oort S.Sapma Oort S.Sapma Oort S.Sapma
Kontrol 1-1 0,05 0 13,54 1,04 19,05 4,56 24,35 5,85
Kontrol 2-2 0,05 0 12,95 0,61 18,99 3,99 18,3 2,1
2 sn/3-3 0,05 0 11,53 0,77 19,605 3,105 24 4,3
2sn/3-4 0,05 0 10,69 0,37 19,5 3,24 25,125 4,675
2sn/6-5 0,05 0 7,86 1,1 10,215 3,885 14,075 4,475
2 sn/6-6 0,05 0 8,03 0,81 10,575 3,405 14,4 3,25
2sn/13-7 0,05 0 11,88 0,82 20,37 2,61 24,6 4,6
2sn/13-8 0,05 0 11,4 0,1 20,64 2,4 26,6 3,85
3sn/13-9 0,05 0 8,01 0,03 10,605 1,755 20,2 5,55
3sn/13-10 0,05 0 7,82 0,28 10,95 1,86 17,35 3
3sn/14-11 0,05 0 13,65 0,21 22,065 0,705 25,5 0,25
3sn 14-12 0,05 0 12,76 0,36 21,015 0,045 24,325 2,475
2. ve 3. Biiyiitmenin Ortalamasina Gore Olusturulan Biiyiime Egrisi
40
5 30
=
£ 20
on
S,
o 10
St
3
=0
_10 ..
siire(saat)
e Kontrol 1 Kontrol2 2sn/3-3 25N/3-4 D SN[G-5 ~emm——2 3n/6-6

) SN[13-7 em—D 5/]13-8 em—3 /13- emm—3 5n/]3-]10 em—3 5n/]14-]] em—13sn/14-12

Sekil 4.3. Suslarin sivi besiyerinde 2. ve 3. biiyiitiilmelerinde alinan OD degerlerinin

ortalamalar1 ile olusturulan biiyiime egrisi

4.4. S1v1 Besiyerinde Biiyiitiilen Suslardan Karoten Ekstre Edilmesinin Sonuclari

Stv1 besiyerinde suslarin biiyiitiilmesinin ikinci ve {Ug¢ilincli uygulamasinda dondurulan

orneklerden karoten ekstre edilmistir.

Bu suslar kontrol 1-1, kontrol 2-2, 100 pj/2 sn 3-3, 3-4, 6-5, 6-6, 13-7, 13-8, 100 pj/3 sn 13-
9, 13-10, 14-11, 14-12 suslaridir. Ekstraksiyon oncesinde toplam agirliktan tiip agirligi
cikarilarak net maya agirliklari hesaplanmistir (Cizelge 4.9.). Bu agirliklara gore hangi susun
kac ml suyla diliie edilerek ekstraksiyon i¢in kullanilacagina karar verilmistir. Her susa ait
iki 6rnegin arasinda anlaml bir fark olup olmadigi kontrol edilmistir. 100 g maya agirhigt

ekstraksiyon i¢in normal bir miktar olarak kabul edilmektedir. Bu miktarin altina diisen
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orneklerde kullanilan su miktar1 kisitl tutulmus Ornegin tamami ekstraksiyon igin
kullanilmistir. 100 g ve iistii maya agirliklari i¢in 6 ml distile su kullanilmig ve 6rnegin 1
ml’si lizerinden karoten ekstre edilmistir. 100 pj/2 sn 6-5 ve 6-6 6rneklerinin maya agirliklar
az bulunmustur. 100 pj/2 sn 6-5 2 ml su ile, 100 pj/2 sn 6-6 ise 1 ml suyla ¢oziilerek diliie
edilmigtir. Her ikisinden de 1 ml alinarak ekstraksiyonda kullanilmistir. Diger suslar normal

maya agirligina sahip oldugu i¢in 6 ml distile suyla ¢oziilerek 1 ml’si kullanilmistir.

Cizelge 4.9. Karoten ekstraksiyonu deneyinin ilk uygulamasinda kullanilan 6rneklerin
toplam, tiip ve net maya agirliklar

Sus Ad1 Toplam Agirhik (g) Tiip Agirhg () Net Maya Agirhg (g)
Kontrol 1-1 7,0403 6,7979 2424
Kontrol 2-2 6,8075 6,5737 233,8
2sn/3-3 6,8286 6,5718 256,8
2sn/3-4 6,8825 6,6588 223,7
2 sn/6-5 6,7855 6,6685 117
2 sn/6-6 6,8270 6,7779 49,1
2sn/13-7 7,0508 6,7059 344.9
2sn/13-8 7,2743 6,9669 307,4
3sn/13-9 6,9446 6,6938 250,8
3sn/13-10 6,9828 6,7194 263,4
3sn/14-11 7,1135 6,6934 420,1
3sn/14-12 6,9364 6,5822 354,2

Suslar net maya agirliklarina gore diliie edilip peletler ¢coziilmiistiir. Sonrasinda karoten
ekstraksiyonu deneyinin tiim islemleri uygulanmistir. Kontrol 1-1 heksanla 10 kat diliie
edilerek diger orneklerse 20 kat diliie edilerek OD okunmustur. OD degerleri Windows
Excel programina aktarilarak total karoten miktarlar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.10.). Total
karoten miktarlar1 hesaplanirken net maya agirlig1 temel alinarak pg/g kuru hiicre agirlig
seklinde hesap yapilmistir. Yani 1 gram mayadaki total karoten miktar1 pg cinsinden

hesaplanmustir.
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Cizelge 4.10. Karoten ekstraksiyonu deneyinin ilk uygulamasi sonucunda elde edilen OD
degerleri ve total karoten miktarlari

Sus Adi OD Degeri Total Karoten Miktan (ng/g)
Kontrol 1-1 3,49 1
Kontrol 2-2 10,58 3
2sn/3-3 4,9 1
2sn/3-4 10,26 3
2sn/6-5 19,78 12
2sn/6-6 7,6 11
2sn/13-7 6,14 1
2sn/13-8 7,08 1
3sn/13-9 5,18 1
3sn/13-10 19,62 5
3sn/14-11 16,96 2
3sn/14-12 10,3 2

Ayn1 iglemler karoten ekstraksiyonunun ikinci uygulamasinda da tekrar edildi. Net maya
agirliklart hesaplandi (Cizelge 4.11.). Net maya agirlig1 diger suslara gore diisiikk olan 100
Wj/2 sn 6-5, 6-6 drnekleri 3 ml distile suyla ¢oziilmiis, diger suslar ise 6 ml suyla ¢ozlilmiistiir.

Tiim suslarin 1 ml’si kullanilarak ekstraksiyon yapilmistir.

Cizelge 4.11.Karoten ekstraksiyonu deneyinin ikinci uygulamasinda kullanilan 6rneklerin
toplam, tlip ve net maya agirliklari

Sus Adi Toplam Agirlik (g) Tiip Agirhgi (g) Net Maya Agirhig (g)
Kontrol 1-1 7,1700 6,7487 421,3
Kontrol 2-2 6,9824 6,6509 3315
2n/3-3 7,0500 6,7114 338,6
2 sn/3-4 7,1916 6,7867 404,9
25n/6-5 6,8219 6,6998 122,1
2 5n/6-6 6,8927 6,7662 126,5
2sn/13-7 6,9800 6,7625 220,5
2sn/13-8 7,2393 7,0264 212,9
3sn/13-9 6,9628 6,7058 257
3sn/13-10 6,8065 6,6340 1725
3sn/14-11 6,9130 6,5690 344
3sn/14-12 6,9755 6,6316 3439

Sonrasinda karoten ekstraksiyonu deneyinin tiim islemleri uygulanmistir. Bu suslar ertesi
giin hemen HPLC aletinde 6l¢timde kullanilacagi i¢in speedvacde kurutup tekrar HPLC i¢in
Olgme isleminin tekrar edilmesine gerek duyulmadi. Bu ornekler OD 449 nm’de OD
okunarak ol¢iim yapildi. 100 pj/2 sn 3-3, 3-4, 100 pj/3 sn 14-11, 14-12 suslar1 20 kat,
digerleri 15 kat diliie edilerek OD okunmustur. OD degerleri Windows Excel programina
aktarilarak total karoten miktarlar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.12.). Total karoten miktarlari

hesaplanirken net maya agirligt baz alinarak pg/g kuru hiicre agirhigr seklinde hesap
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yapilmistir. Yani 1 gram mayadaki total karoten miktar1 pug cinsinden hesaplanmistir. Suslar
ertesi giin HPLC &lciimiinde kullanilacag: igin -20 °C budolabinda 1 giin muhafaza

edilmistir.

Cizelge 4.12. Karoten ekstraksiyonu deneyinin ikinci uygulamasi sonucunda elde edilen OD
degerleri ve total karoten miktarlari

Sus Adi OD Degeri Total Karoten Miktari(ng/g)
Kontrol 1-1 8,265 1
Kontrol 2-2 7,29 1
2sn/3-3 12,16 2
2sn/3-4 12,8 2
2sn/6-5 5,055 2
2 sn/6-6 5,235 2
2sn/13-7 4,02 1
2sn/13-8 4,29 1
3sn/13-9 4,155 1
3sn/13-10 3,975 1
3sn/14-11 14,96 3
3sn/14-12 14,3 3

Karoten ekstraksiyonu deneyinin iki uygulamasi sonucunda 6l¢iilen OD degerleri iizerinden
total karoten miktarlart hesaplanmistir. Bu iki Olgiimde elde edilen total karoten
miktarlarinin ortalamasi ve standart sapmasi alinmistir (Cizelge 4.13.). Bu sekilde bir total

karoten miktar1 grafigi olusturulmustur (Sekil 4.4.).

Cizelge 4.13. Karoten ekstraksiyonu deneyinin iki uygulamasi sonucu elde edilen total
karoten miktarlarinin ortalamalar1 ve standart sapmalari

Sus Adi 1.Ekstraksiyon total | 2.Ekstraksiyon total karoten | Ortalama Standart
karoten miktar1 (ng/g) | miktar (ng/g) Sapma
Kontrol 1-1 1 1 1 0
Kontrol 2-2 3 1 2 1
2sn/3-3 1 2 15 0,5
2sn/3-4 3 2 25 05
2sn/6-5 12 2 7 5
2 sn/6-6 11 2 6,5 45
2sn/13-7 1 1 1 0
2sn/13-8 1 1 1 0
3sn/13-9 1 1 1 0
3sn/13-10 5 1 3 2
3sn/14-11 2 3 25 05
3sn/14-12 2 3 25 0,5
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Total karoten miktarlar1 pg/g (kha)
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Sekil 4.4. Karoten ekstraksiyonu sonucu elde edilen kuru hiicre agirligi (kha) olarak total
karoten miktarlar1

Total karoten olgtimlerinin grup i¢i karsilastirmasinin analiz edilmesi amaciyla Mann
Whitney ve gruplar arasi karsilastirmasinin analiz edilmesi amaciyla Wilcoxon testi

yapilmistir (Cizelge 4.14.).

Gruplar arasi karsilastirma analizi sonuglarina gore kontrol grubu ile deney grubu arasinda
total karoten (1.0l¢clim) ve total karoten (2.0l¢lim) degerleri agisindan anlamli fark

bulunmamaktadir(p>0,05).

Gruplar i¢1 karsilastirma analizi sonucglarina goére deney grubunda total karoten (1.61l¢tim)
degeri ile total karoten (2.0l¢lim) degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamaktadir(p>0,05).
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Cizelge 4.14.Total karoten dlgiimlerinin grup ici ve gruplar arasi karsilagtirma analizi

Gruplar Arasi
Kontrol Deney Karsilastirma
Testi
Ort. ss Ort. ss U p

Total Karoten (1.0l¢iim) 3,90 420 200 141 8500 0,737

Total Karoten (2.0l¢iim) 1,80 0,79 1,00 0,00 4,000 0,159
. . z -1,119 -1,000

Grup I¢i Karsilagtirma Testi (On Test-Son Test)

p 0,263 0,317

Karoten ekstraksiyonu deneyinin iki uygulamasi sonucunda elde edilen deney grubu total

karoten miktarlar1 arasinda bir fark olmamasi beklenen bir durumdur (Sekil 4.5.). Ancak

kontrol ve deney gruplarinin gruplar arasi analizi sonucu anlamli bir fark bulunamamastir.

Bununla birlikte 100pj/2 sn 6-5 ve 6-6 suslarinda kontrole gore 6nemli bir artis mevcuttur.

Total Karoten Miktarlar:

14

12

10

IS

N

Total karoten (ng/g ) (1.ex) Total karoten (ng/g ) (2.ex)

S e /\‘—

Kontrol Kontrol 2sn/3-3 2sn/3-4 2 sn/6-5 2 sn/6-6 2 sn/13- 2 sn/13- 3 sn/13- 3 sn/13- 3sn/14- 3 sn/14-
1 2 7 8 9 10 11 12

Suglar

Sekil 4.5. 1. ve 2. karoten ekstraksiyonunda elde edilen total karoten miktarlarinin grup igi

analizi

4.5. Suslarin HPLC Analizlerinin Sonuglari

HPLC analiziyle tiim suslar igerisinde bulunan spesifik karoten miktarlar1 belirlenmistir.

Karoten ekstraksiyonu deneyinin iki uygulamasi sonucu hiicreden ekstre edilen total karoten
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HPLC aletiyle analiz edilerek her susta ne kadar B-karoten ve likopen bulundugu
hesaplanmistir. Bu hesaplamalar yapilirken beta karoten ve likopen ig¢in standartlar
HPLC’de olgiilerek standart degerler bulunmustur. Bu standart degerler iizerinden ¢izilen
standart egriler {iizerindeki formiil kullanilarak beta karoten ve likopen miktari
hesaplanmistir. Standart dlglimler sayesinde beta karotenin ve likopenin kaginci dakikada
pik olusturdugu bilinmektedir. Beta karoten 10. dakikada, likopen 15. dakikada pik
olusturmaktadir. Her susun iki 6rnegi i¢in 10. ve 15. dakikada olusan piklerin alan genisligi
not edilmistir. 1. ve 2. ekstraksiyonda elde edilen tiim suslar analiz edilmistir. Piklerin alan
genislikleri standart egri lizerinde olusan y=ax+b seklindeki denklemde x yerine yazilarak y
degerleri hesaplanmigtir. Karoten ekstraksiyonu deneyinin iki uygulamasinda elde edilen
tim Ornekler ayni giin HPLC’de analiz edilmistir. Karoten ekstraksiyonu deneyinin ilk
uygulamasi sonucu elde edilen suslar speedvac’de kurutularak sadece karotenden ibaret
halde bulunduklar1 i¢in ¢dziinmeleri i¢in ¢ok miktarda heksan kullanilmistir. HPLC
Ol¢iimleri tiim basamaklar takip edilerek yapilmistir. Standart egriler lizerinden beta karoten
miktarlar1 hesaplanmis y degerleri diliisyon katsayilar1 ile carpilarak ger¢ek degerler
bulunmustur (Cizelge 4.15.). Yine standart egriler {izerinden likopen miktarlar1 hesaplanmis
ve diliisyon katsayilari ile garpilarak gergek degerler bulunmustur (Cizelge 4.16.). Gergek

deger pg/ml cinsinden beta karoten ve likopen miktarini gostermektedir.

Cizelge 4.15. Karoten ekstraksiyonu deneyinin ilk uygulamasinda elde edilen spesifik beta
karoten miktarlari

Sus Adi Y Degeri Diliisyon Katsayisi Gercek Deger (ng/ml)
Kontrol 1-1 41203,84 16 659261,4
Kontrol 2-2 39671,11 16 634737,8
2sn/3-3 17495,22 32 559847
2sn/3-4 26355,11 32 843363,5
2sn/6-5 18205,51 32 582576,3
2 sn/6-6 43020,68 32 1376662
2sn/13-7 12792,38 32 409356,2
2sn/13-8 17300,83 32 553626,6
3sn/13-9 24859,77 32 795512,6
3sn/13-10 34392,56 32 1100562
3sn/14-11 9211,038 32 294753,2
3sn/14-12 9128,794 32 2921214
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Cizelge 4.16. Karoten ekstraksiyonu deneyinin ilk uygulamasinda elde edilen spesifik
likopen miktarlari

Sus Adi Y Degeri Diliisyon Katsayilari Gergek Deger (ng/ml)
Kontrol 1-1 2072,081 16 33153,3
Kontrol 2-2 1886,252 16 30180,03
2sn/3-3 2800,767 32 89624,54
2sn/3-4 1864,644 32 59668,61
2 sn/6-5 2138,899 32 68444,77
2 sn/6-6 4179,687 32 133750
2sn/13-7 1671,503 32 53488,1
2sn/13-8 920,5433 32 29457,39
3sn/13-9 1237,017 32 39584,54
3sn/13-10 1594711 32 51030,75
3sn/14-11 1685,465 32 53934,88
3sn/14-12 1684,467 32 53902,94

2. karoten ekstraksiyonu uygulamasinin suslari ertesi giin HPLC’de 6l¢iim yapilmasina bagl
olarak heksani1 buharlastiriimadan -20 °C buzdolabinda bekletilmistir. HPLC Slgiimleri tiim
basamaklar takip edilerek yapilmistir. HPLC 6lctimleri sonucu bilgisayar ekraninda olusan
piklerin alan genislig§i Windows Excel programina aktarilmistir. Bilgisayar ekraninda
olusan piklerin alan genislikleri kullanilarak standart egriler iizerinden y degerleri
hesaplanmistir. Bu islem ilk olarak beta karoten igin yapilmistir (Cizelge 4.17.). Sonrasinda
likopen i¢in de ayni islem uygulanmistir (Cizelge 4.18.). Bulunan y degerleri diliisyon
katsayilar1 ile ¢arpilarak gercek degerler hesaplanmistir. Gergek degerler pg/ml cinsinden

ifade edilmistir.

Cizelge 4.17. Karoten ekstraksiyonu deneyinin ikinci uygulamasinda elde edilen spesifik
beta karoten miktarlari

Sus Ad1 Y Degeri Diliisyon Katsayilari Gergek Deger (ng/ml)
Kontrol 1-1 14384,91 5 71924,55
Kontrol 2-2 14467,16 5 72335,8
2sn/3-3 32321,52 2 64643,04
2sn/3-4 28366,34 2 56732,68
23n/6-5 17084 5 85420
2 sn/6-6 14938,19 5 74690,95
2.sn/13-7 6594,193 5 32970,97
23n/13-8 6982,981 5 34914,91
3sn/13-9 10287,68 5 51438,4
3sn/13-10 10766,19 5 53830,95
3sn/14-11 26205,58 2 52411,16
3sn/14-12 24441,08 2 48882,16
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Cizelge 4.18. Karoten ekstraksiyonu deneyinin ikinci uygulamasinda elde edilen spesifik
likopen miktarlari

Sus Ad1 Y Degeri Diliisyon Katsayilari Gergek Deger (ng/ml)
Kontrol 1-1 1192,803 5 5964,015
Kontrol 2-2 1164,547 5 5822,735
2sn/3-3 5722,162 2 11444,32
2sn/3-4 5378,43 2 10756,86
2sn/6-5 744,0229 5 3720,115
2 3n/6-6 750,6715 5 3753,358
2sn/13-7 539,5785 5 2697,893
23n/13-8 556,2 5 2781
3sn/13-9 506,6679 5 2533,34
3sn/13-10 533,9272 5 2669,636
3sn/14-11 6158,643 2 12317,29
3sn/14-12 5343,192 2 10686,38

HPLC analizinde beta karoten ve likopen disinda karotenler de pik vermistir. Sekil 4.6.’da

gorilen HPLC karoten profili kullanilarak bu piklerin hangi karotene ait oldugu

belirlenmistir. Bazi suslarda 14. dakikada nerosporen karotenine ait pik olusmustur. Ornegin

100 wj/2 sn 3-3 ve 100 pj/2 sn 13-7 suslarinda nerosporen piki yiiksek ¢ikmistir. Ancak bu

karotenler c¢alismamizin kapsaminda bulunmadigr ic¢in standartlar1 bulunmamaktadir.

Dolayisiyla standart egrileri

bulunmamakta,

y degerleri

ve gercek degerleri

hesaplanmamaktadir. Baz1 suslarda ise 15. dakikadan sonra pikler olusmustur. Ancak bu

piklerin alan genisligi fazla bulunmamuistir.
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Sekil 4.6. 250 -700 nm arasinda kaydedilen karotenlerin HPLC profilleri. 1. violaksantin, 2.
neoksantin, 3. antraksantin, 4. lutein, 5. zeaksantin, 6. fitoen, 7. B-kriptoksantin,
8. Fitofluen, 9. a-karoten, 10. B-karoten, 11. {-karoten, 12. d-carotene, 13. vy-
carotene, 14. nerosporen, 15. likopen [9]

Her susa ait bilgisayar ekran goriintiisii incelenmistir. Tiim suslarda genel olarak beta karoten

ve likopen piki goriilmektedir (Resim 4.9.).
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Sekil 4.7. Suslarin HPLC analizi sonucu bilgisayar ekraninda olusan pikler a.kontrol sus b.
100 pj/2 sn 3 susu c. 100 pj/2 sn 6 susu d. 100 pj/2 sn 13 susu e. 100 pj/3 sn 13

susu f. 100 pj/3 sn 14 susu

45.1. Suslarin HPLC ol¢iimlerinin istatistiksel analizi ve ortalama p-karoten, likopen

miktarlari

1.ve 2. ekstraksiyonun HPLC o6l¢iimiiyle elde edilen spesifik beta karoten miktarlarinin

gergek degerlerinin ortalamasi ve standart sapmalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.19.).

Ortalamalar pg/ml cinsinden oldugunda degerler ¢ok yiiksek goriindiigii i¢in bu degerler

mg/ml olarak ifade edilmistir. Ortalamalar kullanilarak bir grafik olusturulmustur (Sekil

4.7).
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Cizelge 4.19. HPLC analizi sonucu 1. ve 2. ekstraksiyonda elde edilen spesifik B-karoten
miktarlari, ortalamalar1 ve standart sapmalari

Sus Adi 1.Ekstraksiyon 2.Ekstraksiyon - Ortalama (mg/g) Standart Sapma
B-karoten (ng/g) | karoten (ng/g)

Kontrol 1-1 659261,4 71924,55 365,593 293668,4
Kontrol 2-2 634737,8 72335,8 353,5368 281201
2sn/3-3 559847 64643,04 312,245 247602
2sn/3-4 843363,5 56732,68 450,0481 393315,4
2 sn/6-5 582576,3 85420 333,9982 248578,2
2 sn/6-6 1376662 74690,95 725,6764 650985,4
2sn/13-7 409356,2 32970,97 221,1636 188192,6
2sn/13-8 553626,6 34914,91 294,2707 259355,8
3sn/13-9 795512,6 51438,4 423,4755 372037,1
3sn/13-10 1100562 53830,95 577,1964 523365,5
3sn/14-11 294753,2 52411,16 173,5822 121171
3sn/14-12 2921214 48882,16 170,5018 121619,6

1. ve 2. ekstraksiyon ortalama beta karoten miktarlari
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Sekil 4.8. HPLC odl¢timlerine gore spesifik f-karoten miktarlari

HPLC pB-karoten dlgiimlerinin grup i¢i karsilagtirmasinin analiz edilmesi amaciyla Mann
Whitney ve gruplar arasi karsilastirmasinin analiz edilmesi amaciyla Wilcoxon testi

yapilmustir (Cizelge 4.20.).

Gruplar arasi1 karsilagtirma analizi sonuglarina gore kontrol grubu ile deney grubu arasinda
HPLC B-karoten (1. Eks.) ve HPLC B-karoten (2. Eks.) degerleri agisindan anlamli fark
bulunmamaktadir (p>0,05).

Gruplar i¢i karsilastirma analizi sonuglarina gore deney grubunda HPLC B-karoten (1.Eks.)
degeri ile HPLC p-karoten (2.Eks.) degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamaktadir (p>0,05).
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Cizelge 4.20. HPLC B-karoten olgtimlerinin grup igi ve gruplar arasi karsilagtirma analizi

Gruplar Arasi
Kontrol Deney Karsilastirma
Testi
Ort. SS Ort. SS U p
HPLC Beta Karoten (1. Eks.) 680.838,05 351.859,35 646.999,60 17.340,86 8,000 0,667
HPLC Beta Karoten (2. Eks.) 55.593,52 16.167,35 72.130,18 290,80 4,000 0,197
Grup ici Karsilagtirma Testi (On z -2,803 -1,342
Test-Son Test) p 0,005 0,180

Istatistiksel analiz sonucu 1. ve 2. ekstraksiyon B-karoten &lgiimleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamasi beklenen bir durumdur (Sekil 4.8.). Yani grup i¢i analiz sonucunda p degerinin
0,05°den biiyiik ¢ikmasi normaldir. Ancak gruplar arasi analizde kontrol ve deney gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunmamasi beklenen bir durum degildir. Bununla birlikte spesifik

B-karoten miktar1 agisindan kontrole gore 100 pj/2 sn 6-6 ve 13-10 suslarinda 6nemli bir

artig mevceuttur.
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Sekil 4.9. 1. ve 2. karoten ekstraksiyonu HPLC Ol¢iimlerine gore spesifik [-karoten
miktarlarinin grup i¢i analizi
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1.ve 2. ekstraksiyonun HPLC 6l¢iimiiyle elde edilen spesifik likopen miktarlarinin gergek
degerlerinin ortalamasi ve standart sapmalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.21.). Ortalamalar
pug/ml cinsinden oldugunda degerler ¢ok yiiksek goriindiigii i¢in bu degerler mg/ml cinsine

cevrilmistir. Ortalamalar kullanilarak bir grafik olusturulmustur (Sekil 4.9.).

Cizelge 4.21. HPLC analizi sonucu 1. ve 2. ekstraksiyonda elde edilen spesifik likopen
miktarlari, ortalamalar1 ve standart sapmalari

Sus Adi 1.Ekstraksiyon Likopen | 2.Ekstraksiyon Likopen Ortalama (mg/g) Standart Sapma
(ng/g) (ng/g)

Kontrol 1-1 33153,3 5964,015 19 13594,64

Kontrol 2-2 30180,03 5822,735 18 12178,65
2sn/3-3 89624,54 1144432 50 39090,11
2sn/3-4 59668,61 10756,86 35 24455,87
2 sn/6-5 68444,77 3720,115 36 32362,33
2 sn/6-6 133750 3753,358 68 64998,31
2sn/13-7 53488,1 2697,893 28 25395,1
2sn/13-8 29457,39 2781 16 13338,19
3sn/13-9 39584,54 2533,34 21 18525,6
3sn/13-10 51030,75 2669,636 26 24180,56
3sn/14-11 53934,88 12317,29 33 20808,8
3sn/14-12 53902,94 10686,38 32 21608,28

HPLC olgiimlerine gore 1. ve 2. ekstraksiyon likopen
miktarlari

B U O N X
O O O oo

=N
o o

Likopen miktar1 (mg/ml)
) 3

Vv

N o
\ \ ’ / b b/
© & ¢ N N

Q
& & S £ >
D P

Sekil 4.10. HPLC olgtimlerine gore spesifik likopen miktarlari

Likopen Ol¢iimlerinin grup i¢i karsilastirmasinin analiz edilmesi amaciyla Mann Whitney ve
gruplar aras1 karsilagtirmasinin analiz edilmesi amaciyla Wilcoxon testi uygulanmistir

(Cizelge 4.22.).

Gruplar arasi karsilagtirma analizi sonuglarina gore kontrol grubu ile deney grubu arasinda

likopen (1.6l¢tim) ve likopen (2.6l¢iim) degerleri agisindan anlamli fark bulunmamaktadir.
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Gruplar i¢i karsilastirma analizi sonuglarina gére deney grubunda likopen (1.6l¢tim) degeri
ile likopen (2.06l¢lim) degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir

(p>0,05).

Cizelge 4.22. Likopen dlgiimlerinin grup igi ve gruplar arasi karsilastirma analizi

Gruplar Arasi
Kontrol Deney Karsilagtirma
Testi
Ort. SS Ort. SS U p

Likopen (1.0l¢iim) 63.288,65 29.488,98 31.666,66 2.102,42 2,000 0,086

Likopen (2.0l¢iim) 6.336,02 4.315,73 5.893,38 99,90 8,000 0,667
Grup l¢i Karsilastirma Testi (On Test- < -2,803 -1,342
Son Test) p 0,005 0,180

Istatistiksel analiz sonucu 1. ve 2. ekstraksiyon likopen dlgiimleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamasi beklenen bir durumdur (Sekil 4.10.). Yani grup i¢i analiz sonucunda p
degerinin 0,05’den biiyiik ¢ikmas1 normaldir. Ancak gruplar aras1 analizde kontrol ve deney
gruplart arasinda anlamli bir fark bulunmamasi beklenen bir durum degildir. Bununla
birlikte spesifik likopen miktar1 agisindan kontrole gore 100 pj/2 sn 3-3ve 6-6 suslarinda

onemli bir artis gdzlenmistir.
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HPLC Likopen(1.Eks.)

HPLC Likopen (2.Eks.)
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5. TARTISMA

Karotenoidler dogada farkli canlilarda, farkli formlarda bulunabilen ticari 6neme sahip
bilesiklerdir. Bitkilerde bu bilesikler fotosentezde rol oynamasinin yani sira sitokinin,
absisik asit gibi hormonlarin yapitaslarini olusturmaktadir [130]. Hayvanlarda ve insanlarda
ise - karoten basta olmak {izere karotenoidler A vitamininin 6ncii formunu olusturmaktadir.
Diinya genelinde ilkokul ¢agindaki 250 milyon ¢ocukta A vitamini eksikligi gozlenmektedir
[131]. Bu durum ise kseroftalmia, korliik, keratomalazi, kemik gelisiminde bozukluklar ve
bagisiklik sisteminin zayiflamasi gibi sorunlara yol agmaktadir [101]. A vitamini eksikligi
iilkelerin yarisindan fazlasinda énemli bir sorundur. Ozellikle Afrika ve Giineydogu Asya
tilkeleri bu konuda ilk siralarda yer almaktadir [131]. A vitamini 6nciilii olmasi disinda
karotenoidlerin kanser, Alzheimer, kalp-damar hastaliklar1 gibi pek ¢ok hastalikta koruyucu

etkiye sahip oldugu bilinmektedir [6].

Insan saglig1 agisindan yararli maddeler olmasi karotenoidlerin iiretimine olan ragbeti
artirmistir.  Karotenoidler farkli sekillerde elde edilebilmektedir. Bununla birlikte
karotenoidler eski zamanlardan beri dogal yollarla elde edilmeye ¢alisiimistir. Karotenoidler
ana organizmadan elde edilmesinin yani sira kimyasal yollarla sentezlenebilmektedir. Ancak
kompleks yapili bilesikler olan karotenoidlerin kimyasal sentezi masrafli ve zahmetlidir.
Glinlimiizde ise metabolik miihendislik ¢aligmalarinin gelismesi, genetik ve molekiiler
tekniklerinin kullaniminin yayginlagmasi sayesinde ana organizma diginda model
organizmalardan elde edilebilmektedir [132]. Metabolik miihendislikte kullanilan model
organizmalar bazi Ozellikleriyle 6n plana c¢ikmaktadir. Bu 6zelliklerin basinda genetik
yapilarmin ¢ok iyi bilinmesi ve kolaylikla manipiile edilebilir olmalari, kolay yetistirilebilen,
kisa zamanda ¢ok dol verebilen, ekonomik, kolay ulasilir ve insan saglig1 acisindan giivenli
olmas1 yani GRAS statiide canlilar olmasi gelmektedir [95]. Bu kosullar1 saglayan canlilarin
basinda Escherichia coli ve Saccharomyces cerevisiae bulunmaktadir. Bu canlilar disinda
bazi deniz algleri, yosunlar ve bazi maya tiirleri bu ¢alismalarda kullanilmaktadir. Metabolik
miihendislik yoluyla karotenoid iiretiminde ilk kullanilan model organizmalardan biri olan
E.coli’de bulunan 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfat (MEP) yolagi karotenoid sentezinde
kullanilmaktadir. Bu yolaga ilave olarak GGPP (geranil geraniyol piro fosfat) sentaz geni crt
E, fitoen sentaz geni crt B, fitoen desatiiraz geni crt I ve likopen siklaz geni crt Y’in E.coli
hiicrelerine verilmesiyle MEP yolagindaki isopentenil difosfat farnesil difosfata doniiserek

beta karoten sentezini gergeklestirmektedir [133]. Bu genlere ilave olarak Erwinia cinsi
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bakterilerden alinan B-karoten hidroksilaz crt Z geninin E.coli’de ifade edilmesiyle 200-500

mg/g kuru hiicre agirlig1 olarak zeaksantin iiretilmistir [134,135].

Baz1 calismalarda beta karoten miktarini artirmak i¢cin MEP yolaginin gelistirilmesi ve bu
yolaga ilave olarak Okaryotlarda izoprenoid sentezinde kullanilan mevalonat yolagi
E.coli’ye transfer edilerek karotenoid miktarinin artirilmast amaglanmistir [136,137].
S.cerevisiae’den aktarilan mevalonat yolaginin E.coli’de aktiflestirilmesiyle likopen miktari
102 mg/I’ye ¢ikarilmistir [137]. Pantoea ananitis ve Pantoea agglomerans bakterilerinden
E.coli’ye transfer edilen likopen siklaz geni crt Y sirasiyla 36 mg/l ve 35 mg/l beta karoten
tretimini saglamistir [138]. Ayn1 ¢alismada kullanilan Pantoea agglomerans crt E geninin
Pantoea ananitis crt E genine gore daha etkin oldugu bulunmustur [138]. Yine ayni
calismada E.coli hiicrelerinin 16,5 mM mevalonat ve %2,5 (w/v) gliserolle muamele
edilmesi sonucu B- karoten miktar1 503 mg/l ulagsmistir [138]. 2017 yilinda yapilan bir
calismada E.coli’de astaksantin iiretimi gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada Pantoea ananitis
bakterisinden izole edilen crt E, B, I, Y ve Z genlerini tasiyan rekombinant E.coli hiicreleri
kullanilmistir. Brevundimonas sp., Sphingomonas sp., Paracoccus sp., Chlamydomonas
reinhardtii bakterilerinden alinan B- karoten ketolaz geni crt W ile crt E, B, I, Y ve Z
genlerini tasiyan rekombinant E.coli hiicreleri test edilmistir. En iyi sonucun Brevundimonas
sp.’e ait crt W ve Pantoea ananitis’e ait crt Z genleriyle elde edildigi bulunmustur.
Sonrasinda p37 promoterinin kontrolii altinda olan P. Ananitis’in crt Y geninden ekstra bir
kopya tagiyan ASTA 1 gen kaseti tasarlanarak E.coli 'nin kromozomuna entegre edilmis ve
crt W, crt Z genlerinin aktivitesi diizenlenmistir. Calisma sonunda fermentor besiyerine
hicbir ek madde eklenmeden 7,44+0,3mg/g kuru hiicre agirlig1 olarak astaksantin iiretilmistir
[139]. Bizim galismamizda ise S.cerevisiae’de X. dendrorhous’dan alinan crt I, crt E, crt YB
genleri ifade edilmistir. Farkli canlilardan alinan karoten genlerinin aktiviteleri

Olclilmemistir.

E.coli disinda karotenoid tiretiminde kullanilan bir diger canli bir deniz algi olan Dunaliella
salina’dir. Bu alg tiirii dogal olarak - karoten iiretiminde kullanilmaktadir. 2015 yilinda
yapilan bir calismada dogal olarak astaksantin tretiminde kullanilan Haematococcus
pluvialis’den alinan - karoten ketolaz enzimini kodlayan bkt geni Dunaliella’ya ait Rubisko
promoterinin kontrolii altinda olacak sekilde ve transit peptid sekansiyla birlikte Dunaliella

salina’ya verilmistir. Yapilan HPLC ve MS analizleri sonucu kuru hiicre agirligi olarak 3,5



101

pug/g astaksantin ve 1,9 pg/g kantaksantin iiretimi gerceklestirilmistir. Bu c¢alisma ile

Dunaliella salina’da ketokarotenoidlerin tiretilebilecegi gosterilmistir [100].

E.coli ve baz1 algler disinda Saccharomyces cerevisiae karotenoid iiretiminde kullanilan
temel model organizmalardandir. S.cerevisiae diisiik pH toleransi sayesinde kolaylikla
kontamine olmayan ve yiiksek homolog rekombinasyon yetenegi sayesinde genomuna
verilen gen kasetlerini kolaylikla yapisina alabilen bir maya tiirtiidiir [95]. Ayrica E.coli ve
Blakeslea trispora bakterilerinde likopen iiretme c¢alismalarinda E.coli’nin endotoksin
salgilamasi ve B. trispora’nin ekstra siklaz inhibitorlerine ihtiyag duymasina bagl olarak bu
organizmalarin S.cerevisiae’ye gore daha az giivenli ve daha masrafli oldugu saptanmistir
[140, 141]. S.cerevisiae GRAS statiide olan genetik manipiilasyonlara dayanikli bir
organizmadir. S.cerevisiae 'de karotenoid liretiminde kullanilan yolak mevalonat yolagidir.
Mevalonat yolagi mayada dolikollerin, izoprenoidlerin, sterollerin ve ubikinonun
sentezlendigi dnemli bir yolaktir [5]. Maya hiicre duvarinin yapisina katilan ergosterol de bu
yolakta sentezlenmektedir. Ergosterol hiicre biitiinliigii ve zarin akiskanliginda etkili olan
mayalar i¢in dnemli bir izoprendir. Mevalonat yolagi 3 molekiil asetil-CoA’nin hidroksil
metil glutaril CoA (HMGCo0A)’ya doniismesi ile baglamaktadir ve bu asamada yer alan
HMG CoA rediiktaz enzimi mevalonat miktarini azaltabilen bir enzimdir [142, 143].
Sonrasinda gerceklesen mevalonatin fosforilasyonu ve dekarboksilasyonu sayesinde
izopentenil pirofosfat (IPP) ve onun izomeri olan dimetilalil piro fosfat (DMAPP) olusmakta
ve prenil tranferaz enzimleri sayesinde bu bilesikler geranil difosfat (GPP), farnesil difosfat
(FPP) ve geranil geranil difosfata (GGPP) doniismektedir (Bkz. Ek 1) [7]. GPP
monoterpenlerin, FPP sesquiterpenlerin ve GGPP diterpenlerin sentezinde kullanilmaktadir
[144]. Bu yolaga ilave olarak Xanthophyllomyces dendrorhous gibi dogal olarak karotenoid
iretiminde kullanilan canlilardan alinan crt E, B, I, Y genleri mayaya entegre edilerek -
karoten ve likopen iiretimi saglanabilmektedir. Giiniimiize kadar yapilan g¢aligmalarda
S.cerevisiae 'de karoten liretmek ve tiretilen karoten miktarini artirmak amaciyla mevalonat
yolag: iizerinde birtakim genetik modifikasyonlar yapilmistir. 1994 yilinda yapilan bir
calismada Erwinia uredovora’dan alinan crt E, B, I, Y genleri S.cerevisiae’nin kendi
genomuna ait promoter ve terminatdr bolgeleriyle birlestirilerek bir mekik vektor
olusturulmustur. Bu ¢alismada kuru hiicre agirligi olarak 113 pg/g likopen ve 103 pg/g B-
karoten tretilebilmistir [ 145]. Bu ¢alismayla hiicrede bulunan mevalonat yolaginda karoten
senteziyle birlikte ergosterol miktarinda azalma yasandig1 gosterilmistir [145]. 2007 yilinda

yapilan bir calismada epizomal vektdr yerine mayanin genomuna entegre edilen gen
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kasetleri kullanilmistir. Ciinkii epizomal vektorler stabil olmayan suslari ortaya ¢ikarmakta
ve verim diismektedir. Bu ¢alismada Verwaal ve arkadaslar1 X. dendrorhous’dan alinan crt
I, Y, B genleriyle birlikte GGPP sentaz geni olan S.cerevisiae’de bulunan BTS1 geninin
ilave kopyasini mayaya vermisler ve [-karoten ve likopen miktarinda artis saglamislardir.
crtl ve tHMG1 (truncated hidroksil metil glutaril CoA) geninden ekstra kopya verildiginde
kuru hiicre agirhigi olarak 5,9 mg/g B-karoten tiretimi saglanmustir [6]. 2014 yilinda yapilan
baska bir ¢alismada yine tHMGR (3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA rediiktaz) geni ve GGPP
sentaz enziminin fazla ifade edilmesi ile birlikte Pantoea agglomerans ve X.
dendrorhous’dan alinan karoten genlerinin ifadesi gergeklestirilmistir. X. dendrorhous’dan
alinan karoten genlerinin P. agglomerans’in genlerinden daha etkili oldugu bulunmus ve
sonugta kuru hiicre agirhigr olarak 1,56 mg/g B-karoten {iretimi saglanmistir [146]. 2015
yilinda yapilan bir ¢alisgmada X. dendrorhous’dan alinan crt YB, E, | genleri ve
S.cerevisiae’de tHMG1 geninin birlikte ifadesi sonucu kuru hiicre agirligi olarak 4.47 mg/g
likopen iiretimi gergeklestirilmistir. crt E geninin aktivitesinin giliglendirilmesi ve farkl
sayilarda crt gen kopyalarinin ilavesi ile birlikte likopen miktar1 24,41 mg/g’a ¢ikarilmistir
[147]. Bu ¢alismada likopen miktar artarken ergosterol sentezinde kullanilan bir izoprenoid
olan squalenin miktarinda ise azalma oldugu saptanmistir [147]. 2016 yilinda yapilan bir
bagka calismada S.cerevisiae’de bazi gen delesyonlarint yapilmis ve farkli tiirlerden alinan
karoten genlerinin aktivitesi test edilmistir. Bu tiirlerden Blakeslea trispora’ya ait crt I geni
en iyi aktiviteyi gOstermistir. crt I geninin aktivitesi artirilmig ve strese karsi cevap
genlerinden INO2 geninin ifadesi artirilarak mevalonat yolagi aktiflestirilmistir. Sonug
olarak kuru hiicre agirlina gore 55,56 mg/g likopen iiretilmistir [148]. 2017 yilinda yapilan
bir galismada B-karoten tireten rekombinant S.cerevisiae suslarinda aminoasit, karbonhidrat
sentezinde gorev alan, glikoliz ve TCA dongiisiinde rol oynayan yag asitleri, asetik asit,
stiksinik asit, piriivik asit, gliserol, ergosterol ve ATP gibi maddelerin yabanil suslara gore
daha diisiik miktarda bulundugu tespit edilmistir. B-karoten tiretimini artirmak icin hiicrelere
logaritmik fazda 10g/l seklinde asetat uygulanmistir. Sonug¢ olarak [-karoten
konsantrasyonunda % 39,3 artis ve B-karoten iiretiminde %14,2 gelisme gozlenmistir. Bu
bulgular karotenoid olusumu sirasinda hiicre i¢i metabolitlerin ¢ok fazla tiiketildigini ve bu

metabolitlerin sinirli olmasinin karoten tiretimini etkiledigini gostermektedir [149].

S.cerevisiae’de B-karoten ve likopen fliretimine yonelik yapilan g¢aligmalarin genelinde
tHMG1 geni kullanilmasi, FPP sentaz geni olan Erg 20 geninin aktiflestirilmesi, Erg 9

genine ait orijinal promoterin degistirilerek farkli bir promoter kullanilmasi, besiyerine
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hidrojen peroksit, asetat, asetil CoA ilavesi gibi yontemler kullanilmakta mevalonat yolagi
iyilestirilerek karotenoid {iiretiminin artirilmast amaglamaktadir. Calismalar genellikle
karmasik ve masrafli genetik modifikasyonlar temel alinarak yapilmaktadir. Bu tez
kapsaminda yapilan ¢alismada kullanilan kontrol sus X. dendrorhous’dan alan crt I, Y, B
genlerini ve URA3 markerini tasiyan bir plazmit ve tHMG1-Phxt7-crt-1-LEU2 kasetini
icermektedir. Yapisinda 2 adet crt I geni ve bu genin aktivitesini artirmak i¢in Phxt7
promoterini bulundurmaktadir. Bu tez kapsaminda sus iizerinde herhangi bir genetik
modifikasyon yapilmamis yalnizca farkli siirelerde UV’ye maruz birakilmistir. Yapilan
caligmalarin ¢ogunda sadece B-karoten veya sadece likopen miktar1 verilmekte, total karoten
miktarlar1 belirlenmemektedir. Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismada (-karoten, likopen,
total karoten miktarlar1 her sus i¢in ayri ayr1 hesaplanmistir. Yapilan HPLC analizleri
sonucuna gore iki 6l¢limiin ortalamasi alinmis ve spesifik f-karoten ve likopen miktarlar
belirlenmistir. Bu analiz sonuglarina gore kontrole gére 100 pj/ 2 sn 6-6 numarali susta
onemli bir artig saptanmistir. 100 pj/ 2 sn 6-6 susta 725,6764 mg/ml B-karoten ve 68 mg/ml
likopen iiretimi gézlenmistir. Bu sus disinda 100 pj/ 2 sn 3-3 susunda 50 mg/ml likopen
iiretilmis ve 100 pj/ 3 sn 13-10 susunda 577,1964 mg/ml B-karoten iiretilmistir. Tiim suslar
B-karoten ve likopen iiretimi agisindan kontrol ve deney grubu olarak istatistiksel analize
tabi tutulmus ancak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05). Total karoten miktarlar1 da
hesaplanmistir. 100 pj/ 2 sn 6-5 ve 100 pj/ 2 sn 6-6 suslari total karoten agisindan kontrole
gore anlamli bir artig gostermektedir. Total karoten miktar1 kuru hiicre agirlig1 olarak 100
wj/ 2 sn 6-5 susunda 7 pg/g, 100 pj/ 2 sn 6-6 susunda 6,5 pg/g olarak hesaplanmistir. Tiim
suslar total karoten miktarlar1 agisindan kontrol ve deney grubu olarak istatistiksel analizden

gecirilmis ancak anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0,05).

S.cerevisiae’de B-karoten ve likopen tiretimi diginda astaksantin ve diger ketokarotenoidlerin
iretiminin gerceklestirildigi caligmalarda mevcuttur. Bu calismalarda kullanilan genetik
modifikasyonlar B-karoten ve likopen iretimi i¢in yapilan genetik modifikasyonlarin
benzerleridir. 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada B-karoten iiretimi yapan maya hiicrelerine
Paracoccus’dan alinan crt W ve Pantoea ananitis’den alinan crt Z genleri aktarilarak 3 pg/g
kuru hiicre agirligi olarak astaksantin iiretimi gerceklestirilmistir [150]. Ayrica
X.dendrorhous gibi dogal astaksantin iiretimi yapan canlilarda astaksantin tiretimini
artirmaya yonelik caligmalar bulunmaktadir. 2015 yilinda yapilan ¢alismada Castelblanco
ve arkadaglar yiiksek ifadeye sahip crt E geni ve astaksantin sentaz geni crt S ile birlikte crt

YB, I, R mutantlarinda karotenoid sentez yolaginin aktivitesinin arttigini belirtmistir [151].
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Bu tez kapsaminda suslar sivi besiyerinde 3 kez biiyiitiilmiis ilk biiyiitmeden sonra bazi
suslar elenmis 0, 24, 48, 72 saat OD o6l¢iimleri yapilmistir ve iki biiylitmenin ortalamasina
gbre bliylime egrileri cizilmistir. 72 saate dogru OD degerleri azalmistir. 2016 yilinda
yapilan bir ¢calismada da OD degerleri 48 saate kadar Olgiilmiis ve benzer sonuglar elde

edilmistir [148].

Yapilan caligmalarda karotenoidlerin spesifik analizinde genellikle HPLC analizi
kullanilmistir. HPLC analizine ek olarak bazi ¢alismalarda GC-MS testi, UV/VIS spektral
analiz gibi yontemler de tercih edilmistir. Bu tez kapsaminda yapilan analizler HPLC
analizleridir. Spesifik karoten miktarlarinin belirlenmesinde yiiksek c¢oziiniirliige sahip
HPLC analizi tercih edilmistir [9]. Cso kolon karotenoidlerin tiim yapisal izomerlerinin
ayristiritlmasinda etkili bir sonu¢ vermektedir [9]. Yapilan c¢aligmalarda ise genellikle

niikleosil C1g kolonu kullanilmustir.

S.cerevisiae’de liretilen B-karoten ve likopen miktarini artirmak amaciyla UV mutajenez
yontemiyle yapilan bu ¢alisma diger yontemlerle kiyaslandiginda; f-karoten ve likopenin
ana organizmadan dogal yollarla elde edilmesi ve kimyasal sentezi yontemlerine gére daha
ekonomik, daha az zahmetli bir yontemdir ve daha fazla iiretim saglamaktadir. Metabolik
miihendislik yoluyla model organizmalarda -karoten ve likopen liretimi yontemlerine gore
daha giivenli, daha az maliyetli ve uygulamasi kolay bir yontemdir. Uretilen B-karoten ve
likopen miktarlart incelendiginde diger yontemlere alternatif olabilecegi goriilmektedir.
Birgok avantajina ragmen UV mutajenez yontemi S.cerevisiae’de p-karoten ve likopen
iiretimi ¢aligmalarinda kulanilmamistir. Bu calismanin bu konuda yapilacak g¢aligmalara

emsal teskil edecegi diisiintilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda UV mutajenez yontemiyle Saccharomyces cerevisiae’de - karoten ve
likopen {tretiminin artirtlmasi gergeklestirilmeye c¢alisilmistir. Bu amagla S.cerevisiae’de
baz1 genetik modifikasyonlarla mevalonat yolagi giiclendirilmis kontrol sus iizerinde farkl
stirelerde UV uygulanmistir. Bu sus iizerinde UV mutajenez disinda herhangi bir genetik

manipiilasyon yapilmamaistir.

Kontrol sus tizerinde ilk olarak 1 dk, 2 dk, 3 dk olmak iizere UV uygulanmistir. Bu islem
sonucunda koloni olusmamuistir. Bu siirelerin sus lizerinde letal etki yarattig1 gézlenmistir.
Sonrasinda uygulanan 5 sn, 15 sn, 30 sn UV siirelerinden 10 adet 5 sn kolonisi diginda diger
stirelerde koloni olusmamustir. 1 sn, 2 sn, 3 sn, 6 sn UV siirelerinde koloni gézlenmistir.
Ancak koyu renkli kolonilerin 2 sn ve 3 sn petrilerinde fazla olmasina bagli olarak 2 -3 sn’nin
optimum UV siiresi olduguna karar verilmistir. UV mutajenez deneyi dort kez uygulanmis
toplamda 219 koloni petrilerden koyu rengi, koloni biiylikliigiiniin kontrol susla esdeger
olmas1 gibi kriterlere gore secilerek tek koloni ekim yapilmistir. Tek koloni ekim sirasinda
elde edilen tiim UV mutant koloniler kontrolle kiyaslanarak elenmis veya se¢ilmistir. 219
koloniden 15 adeti secilerek biiyiitilmeye devam edilmistir. Sonrasinda bu suslarin sivi
besiyerindeki biiyltimeleri ve renk durumlar test edilmistir. Bu suslar yine kontrol susla
birlikte 3 giin boyunca 30 °C 300 rpm ¢alkalayici inkiibatdrde biiyiitiilmiistiir. 3 giiniin
sonunda kontrolle kiyaslanarak bazi suglar elenmistir. Geriye kontrol, 100 uj/2 sn 3, 6, 13,
100 pj/3 sn 13, 14 suslar1 kalmistir. Bu suslar her birinden 2 6rnek olacak sekilde 50 ml YPD
s1v1 besiyerinde 3 giin boyunca 30 °C 300 rpm calkalayici inkiibatdrde biiyiitiilmiistiir. 3 giin
boyunca OD degerleri 6l¢lilmiistiir. Yapilan Mann Whitney istatistiksel analizine gore 0, 24,
48, 72 saat degerleri arasinda anlamli fark bulunmustur. Bu degerlere gore 72 saate kadar
OD artis1 gozlenmistir. Bu durum suglarin 3 giin boyunca bdliinmeye devam ederek
cogaldiklarini gostermektedir. Kontrol ve deney gruplarinin gruplar arasi analizinde
kullanilan Friedman analizine gore kontrol ve deney grubunun OD degerleri arasinda
anlamli fark bulunamamistir. Bu durum UV mutant suslarin da kontrol gibi bir biiyiime
gosterdiklerini ve yapilan mutasyonun suslarin c¢ogalmasini etkilemedigini dogrular
niteliktedir. Bu suslar son kez 50 ml YPD igerisinde 3 giin boyunca 30 °C 300 rpm
calkalayici inkiibatorde biiyiitiilmiistiir. 3 giin boyunca OD degerleri dlcililmiistiir. Yapilan
grup i¢i Mann Whitney analizine gore 0, 24, 48, 72 saat OD degerleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Ancak bu siirelerdeki OD degerlerinde bir artig
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mevcuttur. Grup i¢i analiz i¢in kontrol ve deney gruplari Friedman testiyle analiz edilmistir.
Bu test sonuglarina gore kontrol ve deney gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmamastir.
UV mutant suslar da kontrol kadar iyi bir biiylime gostermektedir. Bu iki biiyiitmenin
ortalamasi ve standart sapmalar1 alinarak bir biliylime egrisi olusturulmustur. Sivi
besiyerinde suslarin biiyiitiilmesi deneyinin son iki uygulamasinda elde edilen tiim suslar
toplanarak saklanmistir. Liyofilizatorde iglerindeki su kurutularak kuru peletler elde
edilmistir. Sonrasinda bu suslardan karoten ekstraksiyonu yapilmistir. Yapilan
ekstraksiyonlar sonucu 2 ml heksanda ¢6ziilmiis karotenler lizerinden OD 449 nm’de OD
okunarak total karoten miktarlar1 belirlenmistir. Total karoten miktarlari kuru hiicre agirlig
iizerinden pg/g seklinde ifade edilmistir. Karoten ekstraksiyonu deneyinin iki uygulamasi
sonucunda belirlenen total karoten miktarlarinin ortalamasi ve standart sapmasi alinarak bir
total karoten grafigi olusturulmustur. Bu ortalama total karoten miktarlarina gore kontrol
susta 1 pg/g total karoten tiretilirken, 100 pj/2 sn 6 susuna ait iki 6rnek olan 100 pj/2 sn 6-5
ve 100 pj/2 sn 6-6’da sirasiyla 7 ve 6,5 pg/g total karoten iretilmistir. Bununla birlikte
kontrol ve deney grubunun gruplar aras1 karsilagtirilmasi i¢in yapilan Wilcoxon testine gore
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir. Karoten ekstraksiyonu deneyinin 1. ve
2. uygulamasinda elde edilen total karoten miktarlarinin karsilagtirilmasi adina yapilan
Mann Whitney testine gore bu iki uygulama arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir. Bu
durum 1. ve 2. karoten ekstraksiyonunun uygulamasinda yapilan islemlerin birbiriyle

esdeger oldugunu gostermektedir.

Karoten ekstraksiyonu deneyinin sonucunda elde edilen total karoten igerisindeki - karoten
ve likopenin hangi susta ne kadar bulundugunu belirlemek amaciyla HPLC analizi
uygulanmustir. Yapilan analizler sonucu her susa ait - karoten ve likopen miktarlart pg/ml
olarak hesaplanmig sonrasinda bu degerler mg/ml olarak ifade edilmistir. 1. ve 2. karoten
ekstraksiyonu deneyi sonucu elde edilen tiim suslarda - karoten ve likopen miktarlar
saptanmig, ortalamasi ve standart sapmasi alinarak grafikler olusturulmustur. Bu sonuglara
gore kontrol 1 susunda 365,593 mg/ml B- karoten firetilirken 100 pj/2 sn 6-6 susunda
725,6764 mg/ml B- karoten iiretilmektedir. 100 pj/3 sn 13-10 susunda 577,1964 mg/ml (-
karoten iretilmektedir. Ancak HPLC B- karoten Sl¢iimlerinin kontrol ve deney olarak
karsilagtirmasinda kullanilan Wilcoxon testine gére anlamli bir fark saptanmamaistir. Karoten
ekstraksiyonu deneyinin 1. ve 2. uygulamasiin - karoten miktarlariin karsilastirilmasi

adima yapilan Mann Whitney testine gore bu iki uygulama arasinda anlamli bir fark
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gozlenmemistir. Bu durum karoten ekstraksiyonu deneyinin 1. ve 2. uygulamasinin benzer

sonuclara sahip oldugunu gostermektedir.

Likopen iiretiminde ise kontrol 1 susunda 19 mg/ml likopen {iretilirken 100 pj/2 sn 6-6
susunda 68 mg/ml likopen iretilmektedir. 100 pj/2 sn 3-3 susunda 50 mg/ml likopen
gozlenmistir. Bununla birlikte HPLC likopen O&l¢limlerinin kontrol ve deney olarak
karsilagtirmasinda kullanilan Wilcoxon testine goére anlamli bir fark saptanmamugstir. Karoten
ekstraksiyonu deneyinin 1. ve 2. uygulamasinin sonucunda elde edilen likopen miktarlarinin
karsilagtirilmasi adina yapilan Mann Whitney testine gore bu iki uygulama arasinda anlamli
bir fark gozlenmemistir. 1. ve 2. karoten ekstraksiyonu uygulamasinda elde edilen sonuglar

Ozdestir.

Bu sonuglar UV mutant suslarin bazilarinda kontrole gore - karoten ve likopen miktarinin
artis gosterdigini ortaya koymaktadir. Elde edilen tiim mutant suslar sivi ve kat1 besiyerinde
kontrol kadar veya 6zellikle 100 pj/3 sn 14 susu olmak tizere kontrolden daha iyi bir biiylime
gosterebilmislerdir. Literatiirde S.cerevisiae’de UV mutajenez yontemiyle - karoten ve
likopen tiretmek adina bir ¢alisma olmamasi bu tez kapsaminda yapilan ¢alismanin 6nemini
ortaya koymaktadir. Bu calismada kullamilan UV mutajenez, mevalonat yolagim
aktiflestirmeye yonelik yapilan diger genetik islemlere gére uygulamasi kolay ve ekonomik
bir yontemdir. Bu ¢alismada kullanilan UV miktart 100 pj’diir. Bu miktar disinda farkl
miktarlar ve farkli siireler ¢alismanin devaminda yapilacak alternatif yontemler arasinda
sayilabilir. Karotenlerin hiicreden ekstre edilme asamasinda kullanilan %99’luk heksan
disinda bir ¢oziicli kullanilarak 6zellikle HPLC analizinde zor pik veren likopenin daha iyi
¢ozlinmesi saglanabilir. UV mutajenez uygulamasinda elde edilen suslarin genomunun
sekanslatilmasi mutasyonun hangi gende gergeklestigini, fenotipte nasil bir etkiye sebep
oldugunu anlamak adina denenebilecek bir yontemdir. UV mutajenez yontemi sadece
S.cerevisiae’de degil metabolik miihendislik alaninda kullanilan diger model
organizmalarda da denebilecek bir yontemdir. Bu yontem metabolik miihendislik
caligmalarinin temel amaci olan ekonomik, kolay yollardan ¢ok miktarda istenilen {iriin elde
etme gayesine uygun bir yontemdir. Mevalonat yolagimi etkileyen bazi genlerin
delesyonlar1, aktiflestirilmesi ve sessizlestirilmesi gibi genetik islemlerle birlikte
kullanilmas1 denenebilecek bir yontemdir. Ancak yapilan her genetik modifikasyon ekstra
maliyet getirmesine bagli olarak UV mutajenez islemi kadar ekonomik bir yontem

olmayacaktir.



108

Sonug¢ olarak ekonomik, kolay ve giivenli bir yontem olan UV mutajenez yontemiyle
S.cerevisiae’de B-karoten ve likopen iiretiminin artirilmasi diinyada A vitamini eksikligine
bagl olarak gergeklesen keratomalazi, kseroftalmia, kemik ve gelisim bozukluklar1 gibi
hastaliklarin goriilme oraninin azaltilmasinda 6nemli bir adim niteligindedir. Bu hastaliklar
disinda Alzheimmer, Parkinson, kanser, kalp damar ve immiin sistem hastaliklar1 tizerinde
koruyucu ve iyilestirici etkiye sahip B-karoten ve likopenin iiretiminin artirilmasi bu
hastaliklardan muzdarip hastalar adina onemli bir gelisme teskil etmektedir. Bu konuda
calisma yapan arastirmacilar igin alternatif bir yontem olan UV mutajenez S.cerevisiae’de
sadece B-karoten ve likopen {iiretiminde degil, ayni zamanda astaksantin gibi diger
karotenoidlerin, izoprenoidlerin, artemisinin, taxol gibi ilaglarin tiretiminde kullanilabilecek

onemli bir genetik yontemdir.
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Ek-1. S. cerevisiae’de izoprenoidlerin ve karotenlerin sentezlendigi mevalonat yolagi [7]
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