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OZET

Insan serumunda bulunan birincil karotenoid olan likopen insan saghginda kanser,
kalp hastalig1, seker hastaligi ve bircok hastalikta dnemli koruyucu rol oynamaktadir.
Bitkilerde foto duyarliliga karsi korumakla beraber, besleyici takviyeler, farmasotik,
gida renklendiricileri olarak kullanimi gittikge 6nem kazanan karotenoid molekiiltidiir.
Bu tez calismasinda likopenin Escherichia coli bakterisinde metabolik miihendisligi
yaklagimi ile mikrobiyal {iretimi amaglanmistir. Likopenin E. coli’de mikrobiyal tiretimi
icin Gibson assembly metodu kullanilarak likopen sentezini gerceklestiren enzimlerin
anlatimin1 saglayan genleri (crtEBI) igeren plazmidin (pAC-EHER-EBIidi) insasi
gerceklestirilmistir. Iinsa edilen plazmid farkli E. coli suslarma (E. coli MG1655, E. coli
NEB 10-beta, E. coli DH5a, E. coli DH5a-Pro, E. coli NEB-Turbo, E. coli XL1-Blue,
E. coli TOPI10, E. coli EPI300, E. coli DE3) aktarilmistir ve plazmid aktarilan bu
suslarin stvi kiiltiirleri hazirlanmistir. Hazirlanan sivi kiiltiirlerden zamana bagli likopen
iiretimi 24 saatte bir asetonla likopen ekstraksiyonu ve ekstraksiyon iiriinlerinin Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile analizi yapilarak gergeklestirilmistir.
Analizler sonucunda E.coli EPI300 72. saatte 1,189 + 0,040305 mg/l, E. coli NEB
susunda 72. saatte 1,168 + 073539 mg/l, E. coli DH5a-Turbo susunda 72. saatte 1,002 +
0,25173 mg/l ve E. coli TOP10 susunda 72.saatte 0,918 + 0,018385 mg/l likopen
tiretimleri maksimum bulunmustur. Bu suslardan pAC-EHER-EBIidi iceren E. coli
MG1655, E. coli DE3, E. coli XL1-Blue, suslarinda daha yiiksek miktarda likopen
tiretimi gozlenirken E. coli DHSa, E. coli DH5a-Pro suslarinda daha diisiik miktarda

iiretim oldugu bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Likopen, Escherichia coli, mikrobiyal {iretim, metabolik

miihendisligi



SUMMARY

Microbial Biosynthesis of Lycopene with Metabolic Engineering Approach

Lycopene, which is the primary carotenoid in human serum, plays an important
preventive role in cancer, heart disease, diabetes and many diseases in human health.
Although it protects against photodynamicity in plants, it is the carotenoid molecule,
which is becoming increasingly important as nutritional supplements, pharmaceutical,
food colorants. In this thesis, microbial production of lycopene in Escherichia coli
bacteria by metabolic engineering approach was aimed. For the microbial production of
lycopene in E. coli, the plasmid (pAC-EHER-EBIidi) containing the expression of the
enzymes that carry out the synthesis of lycopene using the Gibson assembly method
(crtEBI) was carried out. The plasmid that was constructed had different E. coli strains
(E. coli MG1655, E. coli NEB 10-beta, E. coli DH5a, E. coli DH50-Pro, E. coli NEB-
Turbo, E. coli XL1-Blue, E. coli TOP10, E. coli EPI300, E. coli DE3) was transferred
and the liquid cultures of these strains transferred to the plasmid were prepared. The
lycopene production from the prepared liquid cultures was carried out by means of
acetople extraction with acetone and analysis of the extraction products by High
Pressure Liquid Chromatography (HPLC). As a result of these analyses in 72.hour E.
coli EP1300 1,189 + 0,040305 mg/l, 72.hour E. coli NEB-Turbo 1,168 + 073539 mg/l,
72.hour E. coli DH5a-Turbo 1,002 + 0,25173 mg/l and 72.hour E. coli TOP10 0,918 +
0,018385 mg/l, maximum lycopene production was observed. While the pAC-EHER-
EBIidi carrying E. coli MG1655, E. coli DE3, E. coli XL1-Blue strains showed to be
more successful in lycopene production, the strains pAC-EHER-EBIidi carrying E. coli

DHS5a-Pro, E.coli DH5a were shown to produce lesser amount of lycopene.

Key words: Lycopene, Escherichia coli, microbial production, metabolic engineering
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1. GIRIS

Bitkiler, ila¢ katki maddeleri, tibbi degere sahip yeni iriinlerin kesfi ve diger
endiistriyel degerler i¢in benzersiz bir kaynak olan ancak biiylimeye dogrudan katkida
bulunmayan sekonder metabolit olarak bilinen ¢esitli organik bilesikler tiretirler. Bu
organik bilesikler ticari olarak talebi karsilayamadigi i¢in biyoteknolojik iiretimini
arttirma ve daha karli yontemler arayisina neden olmustur. Uriinlerin geri kazanimu,
mikrobiyal sistemlerde metabolik yolaklar1i yeniden yapilandirmasit ikincil
metabolitlerin yiiksek verimi i¢in hiicre hatlarinin se¢imi kolay olmasi gibi avantajlara
sahip olan mikrobiyal konaklarda biyoteknolojik iiretim gergeklesmistir. Bitkiler sayisiz
iskelet yapis1 ve fonksiyonel grup kombinasyonlarina dayanan bir dizi 6zel metabolit
dretirler [1].

Sentetik biyoloji, genis capta yeni suni biyolojik yollarin, organizmalarin veya
cihazlarin tasarimi1 veya yeniden tasarimi ve ingaati olarak tanimlanabilen, heyecan
verici ve hizla gelisen bir arastirma alanidir. Mithendislik ilkelerini biyolojik bilesenlere
uygulamaktir [2]. Sentetik biyolojinin temel amaci, biyolojik sistemlerin tasarlanmasi,
insa edilmesi, karakterize edilmesindeki kolaylik ve verimliligi arttirmaktir [3].
Gliniimiiziin sentetik biyolojisinin hedefleri, ilaglarin tiretilmesinden hedeflenen dogum
ve dozaja, biyolojik yakitlara, doku miihendisligine ve genetik olarak kodlanmig

organizmalara kadar degisen bir alandir [4].



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Metabolik Miihendisligi

Metabolik miihendisligi, istenilen kimyasallar1 iiretmek icin canli hiicrelerdeki
metabolik yolaklarin yeniden diizenlemek amagli modifikasyonunu saglayan; sistem
biyolojisi, sentetik biyoloji ve evrim miihendisligini biitiinlestiren bir alandir [5]. Amag,
mikroorganizmalarin dogal sentez yetenegine bakilmaksizin hiicrelerinde istenilen
kimyasallarin, farmasdétik iirlinlerin veya canli-yakitlarin iiretimini iyilestirmek ve
biiyiilk miktarlarda iiretilebilmesi i¢in metabolik yolaklarinin yeniden miihendislik
tasarimidir [6]. Metabolik miihendisligi su an da yenilemez kaynaklardan veya bazi
dogal kaynaklarda tiiretilen basit, kolay erisilebilir, ucuz malzemelerden ¢ok sayida
kimyasallar iiretme potansiyeline sahiptir. Metabolik miihendisligi, aminoasitler de
dahil olmak {izere kimyasallarin gerinim 1iyilestirme ve biyolojik iiretimini
gerceklestirmek i¢in etkili ve gerekli bir yol haline gelmistir [7]. Metabolik
miihendisligi, rekombinant DNA teknolojisinin kullanimi ile spesifik biyokimyasal
reaksiyonlarin modifikasyonu veya yeni biyokimyasal reaksiyonlarin getirilmesi
yoluyla hiicresel 6zelliklerin yonlendirilmesidir. Bu nedenle metabolik miihendisligi,
metabolik yol biitlinlesmesini vurgular; hiicre fizyolojisinin ve metabolik kontrol
onlemlerinin belirleyicileri olarak metabolik akilara dayanir [8]. Uretilmeleri zor olan
bitki sekonder metabolitleri giiniimiizde ¢esitli endiistri kollarinda kullanima sahiptir.
Geleneksel iiretim yoOntemlerine gore metabolik miihendisligi c¢aligmalar1 ile daha
verimli, uygun maliyetli, yiiksek saflikta elde edilebilmektedir [9].

Mikroorganizmalar1 biyokatalizler olarak kullanip ucuz ham materyallerden cesitli
organik kimyasallar iiretmeye son zamanlarda artan bir ilgi vardir. Bu iiretim seklinin
kimyasal sentez yontemlerine gére bazi dogal avantajlar1 vardir. Bunlar; hammadde
olarak yenilenebilir enerji kullanimi, diisiik cevresel etki ve kendini kopyalayan
mikroorganizmalarin kullanimidir [10]. Metabolik miihendisligi mevcut biyokimyasal
yolaklarin optimizasyonunu veya en yaygin olarak bakteriler, maya veya bitkilerde,
Ozellikle metabolizma veya biyoteknoloji i¢in spesifik metabolitlerin yiiksek verimli
iiretimini hedefleyen yol bilesenlerinin dahil edilmesini icerebilir. Bakteriler nispeten

basittir ve boylece manipiile etmek daha kolaydir.



Ayrica bakteriler ¢ok hizli bir sekilde cogalirlar ve {iriin olusumu icin gereken
substratlarin genis bir yelpazesini kullanirlar [11]. Bununla birlikte bakteriler
endiistriyel amaglara uygun sekilde dogal olarak tasarlanmamislardir ve bakterilerin
tercihi, ham materyaller ve istenilen Uriinii yiikksek verim, titre ve iiretkenlikle elde
etmek i¢in ihtiya¢ duyulan modifikasyonlarla ilgili yapilmas1 gereken rasyonel kararlara
ihtiya¢ duyulur [12]. Bu nedenledir ki mevcut konak organizmalar arasinda bakteriler
biyokatalizdrler olarak en uygun ve dogal tercih olarak goriilmektedir.

Konak se¢imi metabolik miihendisliginde ilk basamaktir. Verimi artirmak i¢in dogal
tireticinin genetik manipiilasyonu endiistride uzun bir gegmise sahiptir. Yeni bir konaga
biitiin bir metabolik yolagin yeniden insa edilmesi sekonder metabolik miihendisliginde
O6nemli bir stratejidir. Bir¢ok dogal iiretici organizmanin kiiltiirii veya transformasyonu
zor olmakla birlikte heterolog ekspresyon genetik olarak manipiile edilebilen, kiiltiire
alimmasi giivenli ve ucuz olan geleneksel bir konagin kullanimini saglar. Dolayisiyla
biitiin metabolik yolagin heterolog bir konaga transferi dogal iiretici kullanimina
giderek artan bir sekilde alternatif olarak tanimlanmaktadir [13]. Metabolik
miihendisliginde verimi artirmak igin birka¢ yol kullanilabilir. ilk olarak istenilen iiriine
dogru karbon akis1 artirilabilir. Metabolik yolaktaki hiz sinirlayict adimlarin halledilip,
rekabetci yolaklar1 kapatarak ve ilgili lirlinlin katabolizmasini kapatarak veya azaltarak
bu yapilabilir [14-16]. Ikinci olarak, ¢oklu biyosentez genlerini kontrol eden regiilator

genlerin ekspresyonu degistirilebilir [14].
2.2. Karotenoidler

Karotenoidler tipik olarak lipofilik i¢eren bitki pigmentleridir. Oksidatif boliinmeye
kars1 karotenoidleri duyarli hale getiren yapisinda bulunan konjuge cift baglardir.
700’den fazla iiyesi ile tiim fotosentetik (bitki, bakteri, alg) organizmalar, bazi
fotosentetik olmayan bakteri ve mantarlar tarafindan sentezlenen terpenoid
pigmentlerdir. Tetraterpenoid olan karotenoidler, C4 yapisina sahiptir ve merkezi
iskeleti 8 izopren iinitesinin yan yana dizilmesi ile olugsmaktadir [17]. Karotenoidlerin
pek cok fizyolojik islevi vardir. Yapilar geregi serbest radikalleri etkili bir sekilde
bertaraf ederler ve bagisiklik sistemini gliglendirirler. Hayvanlar karotenoidleri
sentezleyemezler ve onlar1 beslenme yoluyla elde etmek zorundadirlar [17]. Bitki
yasami i¢in vazgecilmez olan karotenoidler bir¢ok meyve, ¢igek ve sebzede renksizden

sartya, turuncuya, kirmiziya kadar uzanan gesitlilikte renk olusumunu ve ayrica bitki
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hormonu absisik asit sentezi i¢in Onclil molekiilleri saglar [18]. Karotenoidler
fotosentetik sistemlerde fotosentetik tepkime merkezinde enerji transferine katilarak
veya reaksiyon merkezini oto-oksidasyondan koruyarak onemli bir rol oynarlar [19].
Fotosentez yapmayan organizmalarda karotenoidlerin  oksidasyonu koruma
mekanizmalartyla iligkilidirler [20]. Karotenoidler endiistriyel alanda genellikle gida
renklendiricileri olarak gidalarda, ilaglarda, kozmetikte, hayvan besinlerinde
kullanilmaktadir. Bu nedenle bir¢cok karotenoid molekiiliiniin modern biyoteknolojik
yontemlerle tiretimine yonelik ¢alismalar gittikge artmaktadir [21].

Karotenoidler genel olarak karotenler, ksantofiller, karotenoid ketonlar ve karotenoid
asitler olarak dort ana grupta toplanmaktadirlar. Karoten yapisinda eger karbon
bulunduruyorsa karotenoid, oksijen bulunduruyorsa ksantofil adi verilmektedir [22].
Karotenoidler, bitkiler, mantarlar, algler ve bakteriler tarafindan sentezlenen saridan
kirmiziya renkli pigment olma ozelliklerinden ve insan sagligi lizerindeki yararl
etkilerinden dolayr dikkat cekmektedir Dogada hemen her yerde bulunurlar [21].
Endiistriyel olarak, hayvan yemi katki maddelerinde kozmetik ve gidalardaki
renklendiricilerde, ilaclarda ve notrasotiklerde de kullanilir [23]. Karotenoidlerin ¢cogu,
40 karbon atomu ve iki u¢ halkasi i¢eren hidrokarbonlardir. Karotenoidler saridan
kirmiziya renkli pigment olma o6zellikleri gosterdikleri i¢in ¢esitlilik arz eder ve gesitli
meyve, cicek ve sebzelerin hem goriintii hem de ekonomik degerlerine katkida bulunur
[24]. Hayvanlar karotenoid sentezleyemez ve bu bilesikleri elde etmek icin diyetlerine
giivenirler. Astaksantin gibi karotenoidlerin besin alimi, bazi deniz hayvanlarinin (6rn.
Somon, alabalik, karides ve 1stakoz) ve kuslarin (6rn. Flamingo ve bildircin) dokularina
pigmentasyon saglayarak bagisiklik sistemini gelistirir. Ayrica provitamin A
karotenoidleri, retinoid, retinol (vitamin A), retinal (ana gorsel pigment) ve retinoik asit
(morfogenezisi kontrol eden) sentezinin Onciil maddesi olarak hayvanlarda hayati rol
oynar [25, 26]. Karotenoidler kirmizi, sar1 ve turuncu renkli meyve sebzelerin yani sira
tim yesil yaprakli sebzelerde de bulunmaktadir. Ancak, yesil yaprakli sebzelerde
bulunan karotenoidlerin rengi klorofil tarafindan baskilanmigtir. Karotenoidler, ikincil
bitki pigmentleridir. Karotenoidlere renklerini veren konjuge ¢ift bag sistemi ve metil
gruplar1 baglanmig alifatik bir zincirden olusmaktadir. Ve konjuge bag sayisi artikca
renk yogunlugu da artmaktadir. Karotenoidler, birbirine kovalent olarak baglanmis
izopiren iinitelerinden olusmaktadir [27]. Karotenoidler yapilarina gore “hidrokarbon

karotenoidler” ve “ksantofiller” olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Apolar 6zellikte
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olup ve “Karotenler” olarak da adlandirilan hidrokarbon karotenoidlerin baslicalari; o-

karoten, B-karoten (Sekil 2.1) ve likopendir (Sekil 2.2).

HsC
HsC CH, CH; CH3 l
|CH CH, CH, HsC  CHy
3

Sekil 2.2. Likopen [19]

Daha polar 6zellikte olup yapisinda, hidroksi, keto metoksi, karboksi ve epoksi
formunda oksijen iceren Ksantofillere 6rnek ise, B-kriptoksantin, lutein (Sekil 2.3) ve

zeaksantin (Sekil 2.4) verilebilir.

Sekil 2.3. Lutein [19]

Sekil 2.4. Zeaksantin [19]



Karotenoidler ayrica siklik (halkali) ve asiklik (halkasiz) karotenoidler olarak da
siiflandirilmaktadir. Likopen, fitoen, fitofluen ve (-karoten asiklik; a-karoten, f-
karoten, o-karoten ve y-karoten siklik yapidaki karotenoidlerdir [28]. Karotenoidler;
bitkisel dokularda serbest halde (kristal veya amorf) veya yaglh ortamda ¢Oziinmiis
olarak bulunurlar. Ayrica yag asitleriyle esterlesmis halde veya seker ve proteinlerle
kompleks halde de bulunabilirler [28, 29]. Kaynama noktalar1 yiliksek olup 130-220 °C
arasinda degismektedir. Karotenoidler yaklagik 430-480 nm dalga boylarinda
maksimum absorbans gostermektedirler [28]. Karotenoidlerin belirlendigi dalga boylari

ve absorbsiyon katsayilart Tablo 2.1°de gosterilmistir [30].

Tablo 2.1. Karotenoidler igin spesifik absorbsiyon katsayilari (Alcm % 1), solventler ve maksimum

dalga boylart (Amax ) [30]

Karotenoid Solvent Amax (nm) Alem % 1
Lutein Etanol 445 2550
a-karoten Hekzan 444 2800
B-karoten Hekzan 450 2560
Zeaksantin Hekzan 451 2480
B-kriptoksantin Hekzan 451 2460
Likopen Hekzan 472 3450

Karotenoidlerin konjuge c¢ift bag yapisi, fotosentez sirasinda 15181 absorbe etme,
enerji transferi, bilesiklerin karakteristik rengini belirleme ve hiicreleri 15181 zararh
etkilerinden koruma gibi biyolojik fonksiyonlarii belirlemektedir [31]. Karotenoidler
lipofilik bilesiklerdir ve bu 06zelliklerinden o6tlirii apolar organik ¢oziiciilerde
coziinmekte, alkolde c¢oOziinmemektedir. Coklu doymamis bir yapiya sahip olan
karotenoidler, 1s1l kararlilifa sahip olmakla birlikte proses ve depolama sirasinda
izomerizasyona ugramaktadir. Karotenoidlerin ¢ift bag sisteminde meydana gelen
izomerizasyonlar renk yogunlugunda azalmaya neden olmaktadir [32]. Bu cift bag
sebebiyle karotenoidler kolaylikla okside olmaktadir. Cok az miktarda oksijen
varliginda bile depolandiklart vakit hizli bir sekilde parcalanmaktadir. Doku igerisinde
proteinler ve diger bazi molekiiller tarafindan oksidasyondan korunan pigmentler,
serbest radikallerin etkisiyle oksidatif zarara ugrayabilmektedir. Bu oksidatif sonucu
birgok degradasyon iiriinleri olugsmaktadir. Oksidasyon sirasinda dncelikle epoksitler ve

karbonil bilesikleri, daha ileri asamada ise epoksi-p-iyonon iceren mono ve dioksijene
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bilesikler olugmaktadir. Siilfit ve metal iyonlar1 varliginda, enzimatik aktivite, 6zellikle
de lipoksigenaz aktivitesi karotenoidlerin oksidatif par¢alanmasini hizlandirmaktadir.
Lipoksigenaz, doymamis ve c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu
katalizleyerek peroksitleri olusturmakta, bunlar da doniisiimlii olarak karotenoidlerle
reaksiyona girmektedir [28].

Endiistriyel olarak kullanilan karotenoidler kimyasal olarak sentezlenir, ancak kii¢iik
bir kismi bitkilerden veya alglerden ekstraksiyon yoluyla elde edilir. Karotenoidler,
viicudun ihtiya¢ duydugu sekilde A vitaminine doniistiiriiliir. Provitamin A karoten
formlar1 koyu yesil ve sari-turuncu yapraklilarda bulunur. Daha koyu renkler bu
provitamin diizeyleri ile iliskilidir [33].

Karotenoidler, vitaminlerin yani sira biyolojik sistemlerde antioksidan olarak goérev
yapan kemopreventif ajanlar olarak en ¢ok arastirilan maddelerdir [34]. Calismalar,
karotenoidlerden zengin gidalarin artan tiikketimi ile ¢esitli hastaliklarin azaltilmasi
arasindaki iligkiyi gostermektedir. Olson’a [35] gore, karotenoidler singlet oksijeni
sondiiriir, peroksi radikalleri ¢ikarir, kanserojen metabolizmasin1 modiile eder, hiicre
proliferasyonunu inhibe eder, hiicreler arasindaki iletisimi uyarir ve bagisiklik yanitini
arttirir. Testler in vitro ve in vivo olarak, karotenoidlerin mitkemmel antioksidanlar
oldugunu, serbest radikalleri temizledigini ve inaktive ettigini diisiindiirmektedir [36].

Karoten ve ksantofillerin antioksidan aktivitesi Tablo 2.2°de gdsterilmistir.

Tablo 2.2. Karoten ve ksantofillerin antioksidan aktivitesi [36]

Karotenoid TEAC(mM)
Likopen 2.9+0.15
B-karoten 1.9+0.10
a-karoten 1.3+£0.04

B -kriptoksantin 2.0+0.02
Zeaksantin 1.4+0.04
Lutein 1.5+0.10
Astaksantin 0.03+£0.03
Kantaksantin 0.02 +0.02

Karotenoidler gida endiistrilerinde, dogal renklerinin bir bdliimiinii kaybetmis
iiriinlerde 0rnegin; meyve sulari, makarnalar, igecekler, sekerler, margarinler, peynirler

ve sosislerde renk vericilerinin geri kazanimi icin kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda



alkaloidler ve ugucu bilesikler gibi baz1 yiyeceklerin lezzetinden sorumlu olan birgok
onemli kimyasal bilesigin ve bazi ¢igeklerin kokularmin dnciileridir [37]. Dolayistyla,
bu pigmentler yemdeki uygulamalar1 sayesinde yumurta sarisi, tavuk derisi, balik ve siit
renklerini yogunlastirir [38]. Gilinlimiizde karotenoidlerin gida endiistrisinde de
kullanilmas: dogal {iriinlerle sagligin korunmasi konusundaki artan ilgiyle birlikte, gida
tirtiniinii zenginlestirmek icindir. Ayrica, kozmetik ve farmasoétik endiistrilerinde, sadece
tip kapsiillerini, takviyelerini ve kozmetik iiriinlerini boyamak amaciyla kullanilabilirler
[38]. Endiistriyel oOlgekte dogal pigmentlerin liretimi ve iirlinlerin yiiksek degeri,
karotenoidlerin biyoteknolojik prosesini yogun bir caligma alani haline getirmektedir.
Verilen bir sistemdeki biyoproses iiretkenligi mikroorganizmanin beslenme ve fiziksel
kosullarina baglidir ve yalnizca pigment iiretimi olarak hiicre biiyiimesini etkiler. Bu
nedenle, mikroorganizmalar ¢evresel kosullarin stresine yanit olarak farkli karotenoidler

biriktirir [39].

izomerize ve okside Hidrofobik yiizeylere

olurlar baglanirlar.
Uyarilmis oksijeni Serbest radikallerin
baglar. olusumunu o6nler.

Suda ¢oziiniirler. Isig1 absorbe eder.

Sekil 2.5. Karotenoidlerin 6zellikleri [31]
2.2.1. Karoteneoidlerin Biyoyararlanimi ve Tiptaki Onemi

Karotenoidler, yagda ¢0Oziinlir olduklarindan bagirsakta absorbe edilmektedir.
Karotenoidlerin ince bagirsak mukozasi tarafindan pasif difiizyon ile absorbe edildigi
diisiiniilmektedir. Karotenoidler, ince bagirsak mukozasi tarafindan alinmakta ve
silomikronlara tasinmaktadir. Retinol (alkol), retinal (aldehit) ve retinoik asit; A
vitamininin 6n maddesi olarak bilinmektedir. Retinal, viicutta; gen transkripsiyonunu

etkileyen A vitamininin retinoik asit formuna doniismektedir. Retinol, retinal, retinoik
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asit ve bunlarla ilgili bilesikler retinoidler olarak bilinmektedir. B-karoten ve diger
karotenoidler viicutta retinole doniigmektedir ve provitamin A karotenoidi olarak
adlandirilmaktadir. A vitaminine metabolize olan yaklasik 50 farkli karotenoidden -
karoten, en yiiksek provitamin A aktivitesine sahiptir. Bunun nedeni yapisinda bulunan
2 adet B-iyonon halkasi ile agiklanmaktadir [40]. Vitamin A ve [-karoten ince
bagirsaktan emilir ve ¢ogunlukla karacigerde depolanir. Sindirim siirecinde gidalardan
serbest birakildiktan sonra bilesik safra asitleriyle ince bagirsak tarafindan emilir.
Karotenoidlerin bazilari, Ozellikle de kiicik bagirsak mukozal hiicrelerinin
sitoplazmasinda beta-karoten retinolden ayrilir. Ince bagirsak mukozasindaki retinol,
yag asitleri ile reaksiyona girerek ester olusturur ve kiiclik bagirsak villoz villuslarin
hiicrelerindeki safra sivilariin yardimiyla kilomikron tarafindan lenf sistemi yoluyla
karacigere kan dolasimiyla taginir. Viicut isterse, A vitamini karacigerden sentezlenen
Retinol Baglayici-Protein (RBP) ile taginan retinol formunda karacigerden harekete
gecirilir. Cesitli viicut hiicreleri tarafindan alinan retinol, RBP’ye 6zgii membran
yiizeylerindeki reseptorlere baglidir. Retinol daha sonra hiicre zar1 yoluyla tasinir ve
Hiicresel Retinol Baglayici Protein’e (CRBP) baglanir ve sonra RBP salinir. Retinol goz
hiicrelerinde retina ve epitel hiicrelerinde retinoik asit olarak islev gorir [41]. B-
karotenin, viicutta retinole doOniisiimiiniin gidadan gidaya degisim gosterdigi
belirtilmektedir. B-karotenin retinoid bilesiklere doniisiimiinde 2 ayr1 basamak
bulunmaktadir. Bunlardan ilki; 15,15°-dioksigenaz enziminin etkisiyle B-karotenin
15,15’ ¢ift baginin pargalanmasi ve retinalin olusmasidir. Retinal de daha sonra retinole
indirgenmekte veya retinoik aside okside olmaktadir. Diger bir yol ise B-karotenin -
apokarotenollere par¢alanmasi ve bu aldehitlerin 6nce -apokarotenoik aside daha sonra
da retinoik aside okside olmalaridir [42].

Karotenoid kimyasinda biyotik (oksidasyon, degradarasyon gibi) ve abiyotik
(sicaklik  gibi)  faktorler  tarafindan  yapilan  degisimler  biyoyararlilig
etkileyebilmektedir. Karotenoidlerin biyoyararliligini; biyotik ve abiyotik faktorler, gida
matriksi, intraseliilar yerlesim, fizikokimyasal ozellikler, diger karotenoidlerle
interaksiyon, diyet yagi varlii, proses, 1s1 uygulamasi, bagirsaklarda tiiketilen ve
emilen miktar, besleme konaginin beslenme durumu gibi pek c¢ok faktére gore
degiskenlik gostermektedir [43]. Bitkisel {iriinlerde karotenoid birikimi, bir bitki
tiiriiniin fizyolojik, genetik ve biyokimyasal 6zelliklerinin yanm sira ¢evresel biiyiime

faktorleri gibi 151k, sicaklik, dogurganlik, isleme derecesi, absorpsiyon ve emilim
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sirasinda ve sonrasinda izomerizasyon derecesi, bagirsakta gegis sliresi ve beslenme
durumu biyoyararlilig: etkilemektedir. Ornegin diyet yagi, parcalama ve pisirme, biyo
yararlili@ arttirmaktadir. Molekiiler konumlandirmadaki farkliliklarin, karoten ve
ksantofil karotenoidlerin bitki dokularinin matriksinden salinimini etkilemesi ve
dolayisiyla biyoyararlanimi etkilemesi beklenebilir [44].

Karotenoid biyoyararlanimindaki ilk asama, gida matrisinden salinimdir.
Karotenoidlerin emilim miktarlar1 gidalarin pisirilmesi sirasinda yapisinin bozulmasi ile
orantili olarak artmaktadir. Karotenoidler yag dokuda ¢ok sayida depolanabilir ve
doymamis yapiya sahip olduklarindan oksidasyona maruz kalabilirler. Pigirme sirasinda
uygulanan fazla 1s1, ortamin 1sis1, 1181, pH’1, nemi, depolama siiresi gibi faktorler
gidalardaki karotenoid miktar ve yapisini degistirebilmektedir. Isleme aktiviteleri
genellikle, besin matrisinden bagli karotenoidlerin daha fazla salinmasi yoluyla
biyoyararlanimi arttirir [45].

Karotenoidlerin tip alanindaki 6nemi, A vitamini eksikligini tedavi etmektir. Yiiksek
miktarda karotenoid alimi ile saglik yararlar1 arasindaki iliski 1970’lerde ortaya
cikmistir. Meyve ve sebzelerde yiiksek diyetler diisiik kanser oranlar1 ve koroner kalp
hastalig1 ile iligskilendirilmistir. Ayn1 zamanda T-lenfosit hiicre dizilerinde apoptozu
indiikler ve genom istikrarini koruyabilir [46]. A vitamini eksikligi gz mukozasinin
kurumasina neden olur. Diyetteki provitamin A karotenoidleri, bu kurumay: onleyebilir
[47]. AMD gibi gozle ilgili hastaliklar diyetteki karotenoidlerin aktif oksijen tiirlerini
sondiirerek bu hastaliklarm goriilme oramm azaltabilmektedir. Insan lens epitel
hiicreleri (HLEC) iizerindeki in vitro c¢alismalar, likopenin hiicre Kkiiltiirlerine
eklenmesinin HLEC’de hiicreler i¢inde veya bazal membran zonunda sivi dolu
vakuollerin olugsmasini 6nemli 6lgiide Onledigini gostermistir. Lutein ve zeaksantin
erkeklerde katarak riskini % 19 azalttig1 goriilmiistiir [48]. Karotenoidlerin (6zellikle -
karoten) kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimi iizerindeki rolii hakkinda yapilan
calismalar, karotenoidlerin koruyucu etkisini ortaya koymustur [49]. Islenmis domates
tirtinlerinin tiiketimi oksidatif hasara karsi lipoprotein duyarliligini azaltir. Boylelikle
plak olusumu ve stres olusumu azalir [S0, 51]. Bununla birlikte, Finlandiyali sigara i¢gen
insanlar tizerinde B-karoten arastirilmasi yapilmis ancak akciger kanserinin yiikseldigini
ve B-karotenin kardiyovaskiiler hastaliklarinin 6liim hizim1 azaltmada, felg oranlarinin
diistiriilmesinde yetersiz oldugu tespit edilmistir [5S2]. Ve burada gosterilen meyve ve

sebzelerden gelen karotenoidlerin ve diger antioksidanlarin bir kombinasyonunun tek
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bilesenli diyet takviyelerine gore daha etkili oldugudur. Tekli oksijenin sondiiriilmesi,
lipid peroksidasyonunun sonlandirilmasi, hiicre-hiicre iletisimleri, lipoksigenaz
aktivitesinin modiilasyonu, fotosensitiv Onleme, membran modiilatorleri, akigskanlik
kontrolii vb. islevleri vardir. Karotenoidlerin hiicre ¢ogalmasini, transformasyonu ve
mikronukleus olusumunu ve bazi genlerin modiilasyonunu inhibe ettigi anlasilmistir. Bu
ozellikler karsinogenezise karsi koruyucu bir etki ile tutarlidir. Bu agidan ilk kesiflerden
biri, baz1 karotenoidlerin, in vitro olarak, bosluga baglantili iletisimin doz bagimli bir
bi¢imde artmasidir [53]. Karotenoidlerin kanserler iizerindeki etkileri hakkinda ¢ok
zengin bir arastirma yapilmistir. 1960 ve 1970’lerdeki gdzlemsel epidemiyolojik
caligmalar, meyve ve sebze alimi ile akciger kanseri ve diger kanserler iizerindeki
etkileri goriilmiistlir. Daha yakinlarda, cok ¢esitli sebzelerin tiiketiminin, herhangi bir
spesifik karotenoid veya toplam karotenoid alimindan c¢ok akciger kanseri lizerinde
etkili oldugunu bildirmistir. Karotenoid bilesiklerden likopenin kandaki miktarinin artisi
ile kardiyovaskiiler hastalik (CVD) riskinin azaldig1 belirtilmektedir. Hiicre kiiltiirii ile
yapilan ¢alismalar ve hayvan modellemelerinden elde edilen sonuglara gore de
likopenin in vitro ve in vivo’da antikanserojenik ve damar sertligini onleyici etkisinin
bulundugu kanitlanmistir. Bunun yaninda, bir¢ok epidemiyolojik c¢alisma likopeni
iceren domates ve domates iirlinlerinin fazla miktarda tiketiminin CVD’ye karsi
koruyucu olabilecegini ve basta prostat, mide, meme, akciger ve sindirim bolgesi olmak
tizere birgok kanser tiirlinlin olusumunu azaltabilecegini gostermistir. Ayrica, diizenli
olarak diisiik miktarda domates iiriinleri tiiketiminin hiicreyi oksidan bilesiklerin neden
oldugu DNA zararindan korudugu bilinmektedir. 1995 yilinda Giovannucci ve
arkadaslari, yiiksek likopen gidalariin, diisiik prostat kanseri riski ile iligkili oldugunu
bildirmislerdir [54]. Diyetin domates sosuyla eklenmesinin, serum ve prostatta toplam
likopenin 6nemli bir artisa neden oldugu bilinmektedir [55]. Diyetle alinan
karotenoidler kolorektal kanser riskini azalmistir [56]. B-karotenin UV 1sinlarina karsi
koruyucu etkileri tizerine bir takim ¢aligmalar yapilmis B-karoten takviyesi (B-karoten
ve E vitamini kombinasyonu) ile koruyucu etkinin goriilebilecegi sonucuna varilmigtir
[57]. Ve bu karisimin tek basina B-karotenden daha etkili oldugu ve bu bilesiklerin
antioksidan 6zelliklerinden kaynaklandig: 6ne stiriilmiistiir. -karoten takviyeleri yaygin
olarak 'oral giines koruyuculart' olarak kullanilir. Biyolojik sistemlerde, 151k maruziyeti,

biyomolekiillere zarar veren ve subseliller yapilarin, hiicrelerin ve dokularin
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biitiinliglinii ve stabilitesini etkileyen reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olur
[58].

Lutein ve zeaksantin, insan kan serumu i¢inde bulunan bununla birlikte, retina ve
g0z merceginde yer alan tek karotenoidlerdir [59]. Retinada, lutein ve zeaksantin segici
olarak biriktirilir ve esas olarak sar1 pigmentasyondan sorumludurlar [60]. Lutein ve
zeaksantin, insan retina ve lens dokularinda ve uzun zincirli ¢oklu doymamis yag
konsantrasyonlarinin goézlendigi diger alanlarda bulunmustur. Retinal karotenoidlerin
foto-koruma icin olas1 etki sekilleri, zararli kisa dalga UV 15181 ve bunlarin

antioksidanlar olarak islevlerini filtrelemeyi igerir [61, 62].

2.2.2. Sentetik ve Dogal Karotenoid Kaynaklari

Kimyasal yollarla elde edilen sentetik ve dogal karotenoid kaynaklar
kullanilmaktadir. Sentetik karotenoid kaynaklari ¢esitli amaglar i¢in kullanilmaktadir.
Yemlere katilarak yem maliyetini 6nemli 6l¢iide arttirmaktadir. Ayn1 zamanda balik
etinin dogal rengi olan pembe rengi saglamak adina ticari olarak alinan ve sentetik
karotenoid kaynagi olarak astaksantin kullanilmaktadir. Ancak sentetik karotenoidler
ithal edildigi i¢in disa bagimlilik ve maliyeti oldugu i¢in giiniimiizde dogal
karotenoidlere yonelim s6z konusudur. Beta-karoten, beta-apo-8 Kkarotenal ve

kantaksantin gibi karotenoidler sentetik karotenoidlerdir.

Sekil 2.6. Dogal karotenoidler [63]
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Dogal karotenoidler arasinda a-karoten, B-karoten, lutein, zeaksantin ve likopen yer

almaktadir [63]. Baz1 karotenoidlerin besin kaynaklari, fonksiyonlar1 ve etkileri Tablo

2.3’de gosterilmistir.

Tablo 2.3: Bazi karotenoidlerin besin kaynaklari, fonksiyonlari ve etkileri[63]

Karotenoidler Besin Kaynaklari Fonksiyonlar: Etkileri
S(igv?lorizlza;lsetfoelir Provitamin A Bagisiklik sisteminde artis,
o-karoten avug, ) KOYU aktivitesi, Hiicre iletisimi, Baz1 kanser
yesil sebzeler (brokoli, . . . .
. .. Antioksidan etki risklerinde azalma
1spanak, yesil fasiilye)
Yesil lifli sebzeler ve Bagisiklik sisteminde artig, Bazi
portakal sar1 meyveler ve Provitamin A kanser risklerinde azalma,
B-karoten sebzeler, havug, 1spanak, aktivitesi, Yiiksek doz takviyesi sigara
taze patates, kabak, Antioksidan etki icenler arasinda akciger kanseri
biber,kayisi, kavun riskini artirabilir.
Likopen Domates, karppz, Antioksidan Baz1 kans.er, dllyabet ve
kayisi, seftali osteoporoz risklerinde azalma
setlfz(;ﬁryziﬂ;f:&() Fotosentetik Yasa bagh makula
Lutein- k1rm1’21bi%er ’ g dejenerasyonunda, katarakt,
Zeaxanthin y pigment, kardiovaskular hastaliklarda,
domates, musir, antioksidan N
baz1 kanser tiirlerinde azalma
yumurta sarisi
Astaksantin Yesil algler, salmon, Antioksidan; Bazi kanser, katarakt ve
alabalik, kabuklular Renklenme diyabetin 6nlenmesi

B-karoten, turuncu bir pigment olup hafif ve oksijene duyarhidir. Kan ve dokularda
yer almaktadir. Bobrek iistii bezi, testis, karaciger, yumurtalik, bobrek, pankreas,
akciger, deri ve kalin bagirsakta bulunmaktadir. Kalp hastalifina ve kansere karsi
iligkilidir. A vitamine

LDL-

koruma ile B-karoten bagirsak epitel hiicrelerinde
dontstiirilmekte ve karacigerde palmitat esteri olarak depolanmaktadir.
kolesteroliin oksidasyonu ateroskleroz gelisiminde 6nemli bir faktordiir ve B-karoten,
lipoprotein oksidasyonunu inhibe ederek etki eder. B-karoten; fotosentez sirasinda
zararli 1518a karst fotokoruma, antioksidan, kansere karsi koruma, immiin cevabi
arttirma, timor gelisimini inhibe etme gibi 6zelliklere sahip oldugu belirtilmektedir.
Ayrica bazi peynir iiriinleri ve margarinlerin yapisina katilmaktadir. Kanatli hayvanlarin
yemlerinde ve bazen et ve yumurta sarisinin rengini iyilestirilmesinde kullanilmaktadir
[64-66]. Dogada en yaygin olarak bulunan B-karoten, en ¢ok havucta bulunur ve
bununla beraber maydonoz, tatli patates, hindiba, kirmizibiber, tathh kabak, kivircik,
1spanak, marul ve pazi gibi sebzeler mango ve kayis1 gibi meyvelerde yer almaktadir

[67].
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Lutein ve lutein 6zleri, 6nemli karotenoid kaynaklaridir. Viicudumuzda retina ve lens
gozlerinde depolanan karotenoidlerdir. Serumda en fazla bulunan lutein yesil yaprakli
sebzelerde ¢ok¢a bulunmaktadir: Kivircik, marul, maydanoz, 1spanak, marul, brokoli,
tathh musir, fasulye, yesilbiber, hindiba, kivi, avakado, erik vb [68]. Lutein, tatli su
baliklarinda en yaygin karotenoidlerden biridir ve alabaliga sar1 bir renk katar. Etkili
yumurta sarist pigmentasyonu i¢in bazik bir lutein pigmenti gereklidir.
Ketokarotenoidlerde rengi gelistirir [69]. Yonca unu, misir gluteni unu ve kiimes
hayvancilig1r pigmentleri i¢in ticari olarak temin edilebilir. Luteinin baska bir ticari
kaynag1 ise renksizlestirmek igin susuzlastirilmig, Ogiitiilmiis ve pazarlanmis olan
marigold yapraklaridir [70]. Lutein iiretimi i¢in mikrobiyolojik siiregler arastirilmistir.
Lutein iiretimi i¢in patentler mevcuttur. Chlorella, Chlorococcum, Chlamydomonas ve
Sponoiococcal mikroalglaridir. Spongiococcum excentrum, tavuk yeminde kullanim i¢in
ticarilesmistir fakat artik mevcut degildir [71].

Zeaksantin bazi bitkiler, bakteriler ve algler tarafindan sentezlenen ksantofil sinifi,
sar1 renkli, bir karotenoid molekiiliidiir [72]. Zeaksantin pigmenti sahip oldugu
ozellikleri nedeniyle gida, tip, kozmetik alanlarinda gittikce artan bir ilgiye sahiptir
[73]. Zeaksantin pigmenti antioksidan, antikanserojen O&zelliklere sahip ayrica
kardiyovaskiiler ve oftalmolojik hastaliklar1 Onlemede etkili oldugu bilinen bir
molekiildiir [74]. Zeaksantin, gida maddeleri ve kozmetik {irtinlerin renklendirilmesinde
kullanilabilen, toksik ve mutajenik olmayan dogal bir pigmenttir [75]. Su kiiltiirii
destegiyle yiiksek ekonomik degere sahip bir ketokarotenoid olan astaksantin, deniz
bakterileri ve mikroalglerde bulunur ve zeaksantin'den 4-ketolaz ile sentezlenir.
Salmonidlerde ve karideslerde birincil pigmenttir ve bu pigment, hayvanlar tarafindan
sentezlenmediginden tiiketicilere cazip bir renk kazandirmak i¢in diyetlerine eklenir
[76-78]. Su anda, astaksantinin ¢ogu, kimyasal sentez ile elde edilir. Bununla birlikte,
astaksantin, kompleks bir molekiildiir ve sentezi zor olabilmektedir. Su iirlinleri
yetistiriciliginde potansiyel pazar olmasi nedeniyle, rekabetci biyolojik astaksantin
kaynaklarmin gelistirilmesinde biiyiikk bir endiistriyel ilgi vardir. Astaksantin, besin
katki maddesi olarak kullanilir. Yemlerde yiiksek astaksantin seviyeleri Onerilir [79].
Astaksantin, serbest bulunan, kisa zincirli yag asitlerine esterlenmis veya kovalent
olarak protein ile baglantili olmayan en yaygin karotenoid maddedir. Ayrica gozlerde,

kanda, yumurtada ve kabuklu hayvanlarda en ¢ok bulunan karotenoidlerdir [80].
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Yiiksek bitki olan Adonis aestivalis tirleri, biliylik miktarda pigment kaybi
olmaksizin kurutulup o6gitiilebilen c¢icek yapraklarinda astaksantin diretir [81].
Antitiimor 6zellikleri ve serbest radikallere kars1 koruma, lipid peroksidasyonu, LDL-
kolestrole oksidatif hasar, ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu ve hiicre
zarlarinda UV 15181 etkisi ile bazi hastaliklarin tedavisinde ve Onlenmesinde Onem

tagimaktadir [82].

Tablo 2.4. Bazi sebze ve meyvelerin icerdigi karotenoid cesitleri ve miktarlar1 [83].

Meyve-sebze p-Karoten* «- Karoten* Likopen* Kriptoksantin* Lutein, Zeaksantin*

Elma (taze) 26 - - - 45
Kayis1 (taze) 35 -
- - 640

Kusgkonmaz 449 9
Yesil pancar 2.6 3 - - 7.700
Marul (taze) 700 1 - - 1.900
Kirmizi lahana 15 1 - - 26
Havug (taze) 8 3.6 - - 260
Karnibahar 8 - - - 33
Kereviz 710 - - - 3.6
Sar1 misir 51 50 - - 780
Yesil fasulye 630 44 - - 740
Portakal 39 20 - 149 14
Kirmuzi biber  2.200 60 6.8 - -
Ispanak 4.100 - - - 12.6
Mandalina 38 20 - 106 20
Domates 520 - 3.100 - 100
*=(ng/100)

2.2.3. Karoteneoidlerin Fonksiyonlari

Karotenoid fonksiyonlarinin basinda hayvanlarda A vitamini 6n maddesi olarak rol
oynamasidir. Ayni zamanda gida boyalarinda kullanilmaktadir. Dogal renk pigmentleri;
anatto, paprika ekstraktlari, domates ve havug ekstraktlaridir. Yine sar1 kirmizi rengi
veren beta karoten gida boyalarinda kullanilmaktadir. Bu ve bunun gibi 6zellikte olan
karotenoidler hayvan yemlerine katildigindan hayvanin viicut dokularindan tutun da
siitline, peynirine kadar etkilemektedir [84].

Aerobik ortamlara adapte edilen organizmalar olarak, karotenoidler asir1 151k ve
oksijenin bir sonucu olarak olusan singlet oksijeni sondiirerek oksidatif hasara karsi
koruma saglayabilirler. Diger islevler arasinda, karotenoidler bitkilerde fitohormonlara
ve aroma bilesenlerine Oncii olarak hizmet edebilir. Radyasyon, yiiksek sicakliga, az

miktarda oksijen ve amonyak gerilimine karsi etkili ayn1 zamanda cevresel etkilere karsi
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korurlar. Kisacasi, karotenoidler muhtemelen dar biyolojik fonksiyonlara sahip
molekiiller olarak ortaya c¢ikmislardir, fakat simdi dogada ¢ok sayida rolleri vardir,
bunlarin bir kismi heniiz kesfedilmemistir [85]. Karotenoidlerin fonksiyonlar1 Tablo

2.5’de verilmistir.

Tablo 2.5. Karotenoidlerin fonksiyonlari [86]

N [3-karot -karoten, B- hi
Provitamin A aktivitesi aroten, o-karoten, h-cryptoxanthin

Antioksidant etk Tim karotenoidler

. ST B-karoten, canthaxanthin, cryptoxanthin
Hiicre iletigimi aroten, canthaxa » Cryptoxant

Bagisiklik sistemini arttirici etki B-karoten

UV cilt koruyucu B-karoten, lycopene

Lutein, zeaxanthin

Go6z koruyucu

2.2.4. Bitkilerde Karotenoidlerin Biyosentezi

Karotenoidler; bitkiler, algler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilen ancak
hayvanlar tarafindan sentezlenmeyen pigmentlerdir. Karotenoid olusumunun biyosentez
yolagi 1950 ve 1960’11 yillarda aydinlatilmistir. 1970’11 yillarin baglarinda, biyosentetik
enzimlerin ¢alisilmasina olanak saglayan in vitro sistemler gelistirilmistir. Modern
molekiiler genetik tekniklerinin gen izolasyonuna imkan saglamasi sonucunda
caligmalar daha detayli hale gelmistir ve karotenoit biyosentezinin diizeni ile siirecte yer

alan enzimler hakkinda bilgiler artmigtir.

izopentenil Difosfat Olusumu

Yiiksek bitkilerde karotenoitler plastitlerde sentezlenir ve lokalize olur ve iiretimleri
niikleusta kodlanan gesitli enzimler yardimiyla kontrol edilir. Bunlar biyosentetik olarak
giberelinler, tokoferoller ve klorofiller gibi diger izoprenoitlere bes karbon atomlu (CS5)
izopentenil difosfat (IPP) bilesigi ile baglanirlar. Yolaginin ilk basamagi, piruvattan
tirevlendirilmis tiamin’in D-gliseraldehit-3-fosfat’in (G3P) DXS enzimi ile kafa kafaya
kondensasyonu sonucu 1-deoksi-Dksiluloz 5-fosfat (DXP) bilesiginin olusumudur. Bu
transketolaz reaksiyonu DXP sentetaz enzimi ile katalizlenmektedir. DXP bilesigi de

DXP rediiktoizomeraz enzimi vasitasiyla rediiksiyon sonucu 2-C-metil-D-eritritol 4-
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fosfat (MEP) bilesigine doniisiir. Takip eden reaksiyonlar sonucunda MEP bilesigi, IPP
ve DMAPP yapilarini meydana getirir [87-89]. Bitkilerde karotenoidlerin biyosentezi
Sekil 2.7°de gosterilmistir.

GAP+Pyvruvate
l DXS
DXP

|

MEP
1
1

b o

MEP PATHWAY

IPP omms DIV

GGPP
Phytoene synthase

~ Phytoene
Phytoene desaturase
Phytofluene
Phytofluene desaturase

CAROTENES

l I-Carotene desaturase

&-Carotene desaturase

Lycopene
Lycopene z-cyclase/ \L_vcopene B-cyclase

5-Carotene y-Carotene

Lycopene B-cyclase l Lycopene B-cyclase
. a-Carotene B-Carotene
e-Ring hydroxylase l l B-Ring hydroxylase

B-Cryptoxanthin

B-Ring hydroxylase l
l B-Ring hydroxylase

XANTHOPHYLLS l Zeaxanthin epoxidasel

Sekil 2.7. Bitkilerde karotenoidlerin biyosentezi [90].

izopentenil Difosfat’tan Fitoen Olusumu

Geranil geranil pirofosfat (GGPP), farnesil pirofosfatin biyosentezinde organizmalar
tarafindan kullanilan HMG-CoA rediiktaz yolaginda bir ara maddedir. Zincir
uzamasinin baglatilmasi1 amaci ile IPP allilik izomeri olan DMAPP’ye déniistir. IPP ve
DMAPP’nin kondensasyonu sonucu geranil pirofosfat (GPP) meydana gelir. IPP’nin
GPP’ye eklenmesi ile farnesil pirofosfat (FPP) olusur. Bu yolagin ilk subsratidir. Bu
subsratin kullanimi ile GGPP bilesigi meydana gelir. Iki molekiil GGPP kondanse
olarak ara {iriin olan pirofosfatin olusumunu saglar. Bunu takiben difosfat grubunun
eliminasyonu ve stereospesifik protonun yapidan ayrilmasi sonucu fitoen bilesigi olusur

[91].
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Desatiirasyon ve Izomerizasyon Reaksiyonlar:

Bir seri konjuge karbon-karbon cifte baglari, karotenoit pigmentlerinin kromofor
gruplarin1  olusturmaktadir. Bu c¢ifte baglar fitoen yapisina bir dizi desaturasyon
reaksiyonu sonucu yerlesmektedir ve dort desatiirasyon {iriinii olusmaktadir. Bunlar
strastyla, fitofluen, &-karoten, neurosporen ve likopen’dir. Genislemis kromofor gruplari

renksiz fitoen bilesigini kirmizi likopen bilesigine doniistiirmektedir [92].
Siklizasyon

Karotenoid siklizasyonu, likopenden sonra u¢ kisimlarda alt1 iiyeli halka
olusumudur. Bunun sonucunda da monosiklik ve bisiklik yapidaki karotenoidler

olusmaktadir [92].

Ksantofil Olusumu

Hidroksilasyon, epoksidasyon ve de-epoksidasyon basamaklar1 ile yiirimektedir

[93].
2.2.5. Metabolik Miihendisligi Yaklasimiyla Karotenoid Ureten Mikroorganizmalar

Mikrobiyal biyosentez karmasik yapilara sahip olan, kimyasal sentezi zor olan
karotenoidler icin ekonomik bir Oneme sahiptir. Karotenoidlerin ¢ogu sentetik
kaynaklardan elde edilebilir. Bununla birlikte, sentetik pigmentlerin yiiksek doz
araliklarinda insan saglhigma zararli etkilere neden oldugu Gida ve Ilag Dairesi
tarafindan onaylanmigtir. Su anda P-karoten ve astaksantin endiistriyel olarak
mikrobiyal kaynaklardan iiretilmekte, gida ve yem endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Uygun sus iyilestirme stratejileri ve fermantasyon teknolojileri
sayesinde saf ve izomer icermeyen karotenoidlerin mikrobiyal olarak yiiksek
seviyelerde {iretilmeleri miimkiindiir. Mikrobiyal karotenoidler son yillarda birgok
nedenden dolay1 ilgi ¢ekmistir. Birincil nedenlerden biri su anda tarimin en hizl
bliyliyen sektorii olan akuakiiltiir yetistiriciliginin ~ biiylimesidir. Mikrobiyal
kullanimindaki baglica sikintilar ticari iiretim sistemleri, kimyasal sentez ile
karsilastirildiginda, diisiik verim, yavas biliylime ve yiiksek iliretim maliyeti oldugudur.
Ancak, biiyiime kosullarmin optimizasyonu ve metabolik miihendisligi teknikleri ile

birlikte mutantlarin hazirlanmas1 gibi zorlanma gelisme stratejileri, karotenoid
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verimliligi artirabilir. Mikrobiyal olarak {iretilen karotenoidler, mikroorganizmanin
cevresel Ozelliklerinin biyokimyasal yapisina bagli olan iyi diizenlenmis bir
mekanizmadir [94].

Astaksantin deniz ve suda yasayan hayvanlarda en sik goriilen kirmizi karotenoiddir.
Somonun pembe renginden sorumludur ve ayni zamanda kabuklularin renklenmesini
saglar. Serbest radikalleri siipiirmek ve singlet oksijeni bastirmakla bilinir. Bagisiklik
sistemini giiclendirir ve cildi radyasyondan korur. Astaksantin {iretimi i¢in ticari olarak
kullanilan ~ mikroalg  H.pluvialis ve  heterobasidiomycetous mayast olan
Xanthophyllomyces dendrorhousnd’dur. Alternatif olarak, tathi su tiirii ve tek hiicreli
olan H.pluvialis, stresli kondisyonlar altinda aptaosantinlerinde astaksantin biriktirir ve
bu karotenoidin en zengin kaynaklarindan biri olarak kabul edilir [95]. Bu iki biiyiik
karotenoid tireten mikroorganizmanin disinda, Brevibacterium linens, Agrobacterium
aurantiacum, deniz bakterisi olan Paracoccus haeundaensis ve Mycobacterium
laktikola da astaksantin iiretmektedir [96-98]. Bazi izoprenoid biyosentetik genlerin
merkezi karbon metabolizmasinin modifikasyonlariyla birlikte asir1  miktarda
ekspresyonu, karotenoid {liretiminde ilave bir artisa neden olmustur. Gram-negatif
bakteri E. coli hem dogal hem de yeni karotenoidlerin mikrobiyal iiretimi i¢in uygun bir
konakeidir [99]. Metabolik mithendisligin gelisimine yardimci genetik araglari vardir,
solvent toleranshidir ve fermantorlerde endiistriyel Olgeklendirme igin gerekli olan
yiiksek hiicre yogunluklu kiiltiirlere uygundur [100]. Yapilan aragtirmalar sonucu
konakta karotenojenik enzimlerin 6zgiilliigiiniin farkli olabilecegi ve diger heterolog
enzimler ile kombinasyon halinde goriinebilecegi ve bdylece E. coli’de yeni
karotenoidler liretmenin miimkiin oldugu goézlenmistir. f—karoten Oncelikle mikroalg,
mantar, maya ve bunun yan sira bazi bakteri ve liken tiirleri tarafindan tretilir. Ticari
olarak temin edilebilen B—karoten, esas olarak Dunaliella cinsinden {iretilir. 1980’den
beri Dunaliella tozu ve ekstreleri Israil, Cin, ABD, Avustralya ve Meksika'da mevcuttur
[101]. Dunaliella’nin yan1 sira, Blakeslea trisporamin (+) ve (-) suslarinin
ciftlesmesiyle elde edilen verim kimyasal islemeden elde edilen verimden daha
yiiksektir. Lutein dogal ticari kaynagi marigold yapraklaridir. Siyanobakterilerde ve
baz1 fotosentetik olmayan bakterilerde bulunan zeaksantinin mikrobiyal kaynaklari

arasinda Flavobacterium ve Microcystis aeruginosa bulunur.
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2.3. Likopen

2.3.1. Likopenin Yapisi ve Ozellikleri

Likopen, hayvanlar ve insanlar tarafindan sentezlenmeyen, bitki ve
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen dogal bir pigmenttir. Likopen, 11 konjuge ve
2 konjuge cift bag iceren yiliksek oranda doymamis bir hidrokarbondur. Bir polien
olarak, 1s1ik, termal enerji ve kimyasal reaksiyonlarla indiiklenen cis-trans
izomerizasyona ugrar [102]. Likopen, insan serumunda bulunan birincil karotenoiddir.
Bu sayede ¢ok biiytik ilgi gérmiistiir. Domates, karpuz, pembe greyfurt, pembe guava
ve kusburnu yiiksek likopen igeren sebze ve meyvelerdir [103].

Likopen rengini konjuge karbon ¢ift bagina bor¢ludur. Her bir ¢ift bag, elektronlarin
daha yiiksek enerji durumlarina gecisi i¢in gereken enerjiyi azaltir ve boylece
molekiiliin giderek daha uzun dalga boylarindaki goriinlir 15181 emmesini saglar.
Likopen goriinlir spektrumun c¢ogunu emer, dolayisiyla kirmizi goriiniir. Ayrica
fotosentez sirasinda 15181 emme O6zelligine sahip olan likopen bitkileri foto duyarliliga
kars1 korumaktadir. Likopen okside edilirse (6rnegin, agarticilarla veya asitlerle
reaksiyona girerek), karbon atomlar1 arasindaki ¢ift baglar kirilacak ve molekiilii her
biri bir oksijen atomuna ¢ift baglanan daha kii¢iik molekiillere ayiracaktir [104]. Tekli
oksijen ve cesitli radikal katyonlar1 ile reaksiyona girer ve tiim karotenoidlerin en

yiikksek TEAC degerine sahiptir. Likopenin yapist Sekil 2.8’de gdsterilmistir [105].

HsC
CH CHs > ol ]
R sk »
x \\/\/L\/\\//\]/\\\/\(\/ /</
CH, H, HC CH
Molekiiler Agirhgi: 536.89 Molekiiler Formiilii: C,Hsg
Kesin Kiitle: 536 Molekiiler Bilesimi: C % 89.49, H % 10.51

Sekil 2.8. Likopenin kimyasal 6zelligi [105]

Likopen bitkisel yagda az miktarda ¢6ziinen ve suda ise hi¢ ¢oziinemeyen lipofilik

bir karotenoiddir [106]. Is1, 151k, belirli kimyasal reaksiyon, pro-oksidan gibi farkli
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faktorlerden etkilenir. Saf likopen standardinin termal stabilitesi: 60 dakikalik siire
sonunda 100 °C’de, 20 dakika sonra 125 °C ve 10 dakikadan kisa bir siire sonra 150
°C'de likopenin % 50’si bozulmaktadir. Likopen, insan serumunda bulunan birincil
karotenoiddir ve bu nedenle insan viicudunda daha énemli rolleri vardir. insan saglig
tizerindeki yararli etkisi nedeniyle, 6rnegin, kanser ve tiimor onleme, kardiyovaskiiler
koruma, antiproliferatif ve antioksidan aktivitelerinden otiirii dikkat ¢ekmektedir [107].
Likopen emilimi konsantrasyon, matriks, genetik ve diger molekiiller ile konjugasyon
gibi cesitli faktorlere baglidir [108]. Likopenin biyolojik 6zellikleri nedeniyle alternatif
biyoteknolojik daha yiiksek ve daha kararli bir likopen iiretmek icin metodolojiler
geligtirilmistir. Bazi mantarlar, mayalar, algler ve miihendislik bakterileri igeren
mikroorganizmalarin kullanimi 6rnek gosterilebilir. Likopenin erime sicakligi 172-
175°C olup uzun, kirmizi, igne yapili kristal formundadir. Kloroform, hekzan, benzen,
karbondistilfiir, aseton, petrol eterde ¢oziiniir; su, etanol, metanolde ¢oziinmez. Isik,
oksijen, yiiksek sicaklik, asitlere karsi duyarli olmasina karsin bazi metal iyonlarida,
Cu®*, Fe®* gibi, likopen oksidasyonunu katalizlerler.

Likopen, provitamin-A aktivitesi yoktur c¢linkii B-iyonin halka yapisina sahip
degildir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), serbest radikal iiretme potansiyeline sahip olan
oksijen igeren molekiillerdir. ROS un agir1 tiretimi ile oksidatif strese neden olmaktadir.
Bu da hem kanser hem de kardiyovaskiiler hastalia zemin hazirlamaktadir. Likopen
giiclii bir antioksidan molekiildiir ve 6zellikle ROS singlet oksijeni siipiirmede etkilidir.
Karotenoidlerden likopen in vitroda en etkili tekli oksijen tutucudur. Buda
karotenoidlerin potansiyel saglik yararlari i¢in bir mekanizma olarak onerilmistir [109].
Son zamanlarda, bu antioksidan mekanizma, viicuttaki diisiik konsantrasyonlu likopenin
E vitamini gibi diger antioksidan molekiillere verilmesi sorgulanmistir. Bu, saglik
yararlarinin, likopen veya oksidatif metabolitlerin gen ekspresyonu iizerindeki
etkisinden kaynaklanabilecegi yoniinde spekiilasyonlara yol agmistir [110].

Likopen acik zincirli doymamis karotenoid olup, oksijene karsi daha reaktiftir.
Dengesizligine ragmen, likopen, fonksiyonel gidalar, yemler, nutrasoétikler,
farmasoétikler ve kozmetikte bir katki maddesi olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir [111]. Likopenin toplam kaybi; 1sitmanin sicakligima ve matrisin
1sinma yontemine, ayrica oksijen veya 1s18in varligina bagl olarak degisebilir. Bununla
birlikte, kapsiilleme, nano-kapsiilleme ve stabiliteyi tesvik eden diger teknikler

gelistirilebilir.
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2.3.2. Likopenin Biyosentezi

Likopenin mikrobiyal biyosentezinde, isoprenoid dnciileri izopentenil difosfat (IPP)
ve dimetilasilil difosfat (DMAPP)’tir. [n vivo izoprenoid onciillerinin biyosentezi iki
yolakla geceklesir. Bunlar mevalonat (MEP) ve 2-C-metil-d-eritritol 4-fosfat (MVA)
yolagidir. iki dogal likopen biyosentez yolagindan MEP yolag: esas olarak prokaryotik
hiicrelerde bulunur ve MVA yolag: bilinen tiim dkaryotik hiicrelerde bulunur. Bu iki
yolak da, bir dizi enzim asetil-CoA, piruvat, gliseraldehit 3-fosfatin (G3P), IPP ve
DMAPP’ye doniisiimiinii katalize eder.

Geranil difosfat (GPP) ve farnesil pirofosfat (FPP), IPP ve DMAPP’nin
yogunlastirilmasi yoluyla sentezlenir, daha sonra FPP, GGPP sentaz, fitoen sentaz ve
fitoen desatiilat tarafindan doniistiiriiliir, sirasiyla crtE, crtB ve crtl genleri eklenerek
likopen sentezi gerceklesmektedir. Likopenin biyosentezi sematik olarak Sekil 2.9’da

gosterilmektedir.

Kromozom tabanh genler

Gliseraldehit 3-fosfat- Pirtivat

DXP

H isp

MEP

DMAPP idi IPP

crtEBI

AC-LYC
crtl -

Sekil 2.9. Likopenin biyosentezi [92]
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2.3.3. Likopenin Dogal ve Sentetik Uretimi

Likopen, belirli meyve, sebze, alg ve mantarlarda dogal olarak olusan kirmizi bir
pigmenttir. Karotenoidler olarak bilinen biiylik bir pigment grubuna aittir, bununla
birlikte provitamin A aktivitesi yoktur. Domates ve domates bazli iriinler, dogal
likopenin baslica kaynaklaridir. Diger 6nemli dogal likopen kaynaklar1 arasinda karpuz,
pembe greyfurt, pembe guava, papaya ve kayist bulunur [112]. Dogal likopen yliksek
oranda yogunlasip, % 50-60 oraninda safliga sahiptir, insan tiiketiminde oldugu gibi
kullanilamaz. Aslinda, dogal likopen suda ¢6ziinmez, ¢ok diisiik biyoyararlanimi vardir.
Havaya ve 1518a maruz kaldiginda ¢ok kararsizdir. Diyet takviyeleri, bitkisel yaglar,
koruyucular ve diger katki maddeleri ile % 1-10’a kadar dogal likopen seyreltilerek elde
edilir. Sentetik likopen, kirmizi ile koyu mor kristal toz halinde bulunur. Su, metanol ve
etanol icinde neredeyse hi¢ c¢oziinmez, ancak kloroform ve tetrahidrofuran iginde
serbestce ¢Oziiniir. Likopen eter, hekzan ve bitkisel yaglarda az ¢oziiniir. Kloroformda
% 1’lik bir likopen ¢ozeltisi agik ve yogun turuncu-kirmizi renklidir. Hekzan igindeki
bir ¢ozelti, yaklasik olarak 470 nm’de bir maksimum emme gosterir.

Sentetik likopen, sentetik reaktiflerden baslayip kimyasal ¢oziiciilerin kullanildig: bir
dizi reaksiyonun nihai tiriintidiir ve gidada kullanilan diger karotenoidlerin sentezinde
yaygin olarak kullanilan sentetik ara iiriinlerden hazirlanmigtir [113]. Likopen oksijen
ve 1s13a maruz kaldiginda kararsizdir. Yeterli stabiliteyi saglamak i¢in, sentetik likopen,
1518a dayanikl kaplarda azot veya bagka bir inert gaz altinda depolanir.

Gidada kullanilmak {izere tasarlanan ticari likopen preparatlari, yenilebilir yaglarda
veya suda dagilabilir. Siispansiyon halinde formiile edilir ve antioksidanlar ile stabilize
edilir. Likopen, insan kan plazmasinda, 0.2-1 pmol litre”' arasinda degisen seviyelerde
ortaya ¢ikar. Insan kan plazmasidaki mevcut likopenin izomerik bilesimi, baskin cis
izomeri olan 5-cis-likopen ile cis izomerlerine dogru kaydirilir. Asagidaki Tablo 2.6’da
kirmiz1 domates meyvelerinde, ¢esitli domates triinlerinde ve insan kan plazmasindaki

likopen izomer bilesimini gdstermektedir [114,115].
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Tablo 2.6. Sentetik likopen izomer bilesimi (toplam likopen %’si olarak) [114, 115]

All-trans |  S-cis 9-cis 13,15-cins Diger cis
Numune likopen likopen likopen likopen izomerleri
P P P P likopen
insan kami plazma 32 -46 20-31 1-4 8-19 11-28
Sentetik lfk?pen . >70 <23 <1 <1 <3
beslenme iiriinleri
Cig kirmizi domates | 94 —96 3-5 0-1 1 <1
Pismis domates | 35 o5 | 4 57 | <114 <1-7 <1-22
bazh gidalar

Likopen 151k, 151 ve oksijene maruz kaldiginda kararsizdir. Isik ve 1siya maruz kalma
trans'dan cis konfiglirasyonlarina izomerlestirmeyi tetikler. Likopenin cis-izomerleri all-
trans-likopenden farkl fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahiptir [112]. Bu farkliliklarin
bazilar1 daha diisiik erime noktalari, daha diisiik 6zgiil emilim ve maksimum emilimdeki
bir kaymay1 igerir. Likopen, bir¢ok farkli oksidasyon iirliniiniin olusumuyla oksijene
maruz kaldiginda oksidasyona ugrayabilir. Izomerizasyon ve oksidasyonu dnlemek igin,
sentetik likopen 151k gecirmez kaplarda inert gaz altinda tutulur ve serin bir yerde
saklanir.

Sentetik likopen suda ¢6ziinmez ve gidada kullanilmadan once ¢oziilemez iiriinler
formiile edilir. Formiile edilmis trtlinler, yenebilir yaglar ve yaglar, emiilsiyonlar ve
proteinler veya karbonhidratlar gibi suda ¢o6ziiniir gida bilesenlerini iceren suda
dagilabilir tozlar icindeki likopen c¢ozeltileri veya silispansiyonlarini igerir. Likopen
oksidasyonunu 6nlemek i¢in, formiile edilmis preparatlara antioksidanlar ilave edilir
[116]. Likopen formiilasyonlari, sikica kapatilmig, 151k gecirmeyen ambalajlarda
paketlenir. Sentetik likopen iiretiminde yapilan ¢aligmalar sonucu toplam likopen orani
% 96’dan az olmamas1 ve all-trans likopen % 70’den az olmamasi sonucuna varilmistir.
Bu limitler, gidada kullanilan likopen miktarinin buna esdeger olmasini saglamayi
amaclamaktadir.

Sentetik likopen, gida rengi ve gida katki maddesi olarak kullanilmak iizere
tasarlanmistir. Likopenin kullanilacagi gida kategorileri arasinda firinlanmis triinler,
kahvaltilik gevrekler, dondurulmus siitlii tathilar dahil siit dirtinleri, siit dirtinleri
analoglari, yayilir iiriinler, siselenmis sular, karbonath icecekler, meyve ve sebze sulari,
soya icecekleri, seker, corbalar, salata soslar1 ve diger yiyecekler ve igecekler.

Likopenin kullanim seviyeleri amaglanan islevine baglhidir. Genel olarak, likopen bir
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gida katki maddesinden ¢ok daha diisiik seviyelerde kullanilir. Sentetik likopen ayrica
multi-vitamin ve multi-mineral tabletlerde kullanilmak {izere tasarlanmistir. Likopen

kullanimlar1 ve kullanim seviyeleri de Tablo 2.7°de verilmistir [117].

Tablo 2.7 Sentetik likopen kullanimi ve kullanim seviyeleri [117]

Gida Kullanim seviyesi (mg/kg)
Aromall siit ve siitlii igecekler 30
Fermente siitlii icecekler 30
Siit tozu 30
Soya siitleri 30
Yogurt 20-40
Donmus yogurt 20-40
Margarin benzeri yaglar 20
Meyve aparatifleri 15
Sert Seker 20-70
Hazir yem 30-130
Diizenli sicak tahillar 9-20
Krakerler ve gevrek ekmekler 60
Pastalar, kurabiyeler 30
Yumurta bazli tathilar 20
Corbalar 30
Salata soslar1 30
Domates bazli soslar 30
Meyve suyu 4-20
Sebze suyu 4-20
Nektarlar 4-20
Enerji, spor ve izotonik i¢ecekler 4-15
Gazli igecekler 4-20
Meyveli aromali icecekler 9-15
Tahil ve enerji cubuklari 40-80
Cay ve Hazir icecekler 3-15

2.3.4. Likopenin Insanda Absorbsiyonu, Tasinimi ve Dagilim

Insanlarda, domates veya domates bazli gida iiriinlerinin alinmasindan sonra
plazmada bulunan likopen seviyeleri dnemli 6l¢lide artmaktadir. Viicuttaki likopenin
cogunlugu yag dokusunda bulunur, kalan likopenin bir kism1 karacigerde (% 17-23) ve
diger bir kismi ise plazmada bulunmaktadir (% 5-% 6) [118]. Likopen, ¢ok lipofilik bir
molekiildiir ve bu nedenle, bir gidadan emilmek iizere ¢oziilmesi gerekir. Yagda
¢oziinen bir bilesik olarak, likopen, diyet yagi olarak benzer bir absorpsiyona sahiptir.
Mide ve duodenumda likopen besin matriksinden ayrilacak ve daha sonra lipit fazinda
coziinmektedir [119]. Emilimden once, lipit faz safra tuzlari ve pankreatik lipazlarla
reaksiyondan kaynaklanan damlaciklar olusturmaktadir. Daha sonra duodenuma

girmekte ve cok lamelli lipid vezikiiller olarak ortaya ¢ikmaktadir [120]. Son olarak,

25



lipid vezikiiller pasif difiizyon prosesi ile ince bagirsaga emilmektedir [119]. Ek olarak,
in vitro caligmalar, likopenin spesifik bir epitelyal transporterin katilimiyla bagirsak
emilimine yardimci oldugunu ileri silirmektedir [121, 122]. Likopen emilimini
etkileyebilecek bir¢ok faktor vardir. Sindirilebilen fraksiyon arttiginda gida
matriksinden sindirim kanalina likopen saliniminin derecesi diismektedir [123]. Yiiksek
lifli diyetler, likopen alimini ve likopen adsorpsiyonunu azaltacak, boylece farkli diyet
lifleri ile takviye edilen likopenin, plazmada % 40’dan fazla azalmasina neden olacaktir
[124]. Likopenin bagirsakta biyolojik olarak kullanilabilirligi likopen saliiminin ince
bagirsakta % 40, kalin bagirsakta ise % 57 oldugu, fakat kalin bagirsakta emilen
likopenin potansiyeli ihmal edilebilir. Ayrica, cis izomerleri tiim trans-izomerlerden
daha yliksek biyoyararlanima sahiptir [125]. Gida isleme, likopenin biyoyararlanimini
etkilemekte ve dolayisiyla emilimi artiran faktorlerden biridir. Ayrica, in vitro
calismalarda, giineste kurutulmus domateslerin, taze ve konserve domateslerle
karsilagtirildiginda, likopenin en yiiksek biyoyararlanimini sagladigi gosterilmistir
[126]. Likopenin yag ile birlikte yutulmasi da biyoyararlanimini artirmaya yardimci
olmaktadir [127]. Ayrica likopenin biyoyararlanimi yasin ilerlemesi ile azalmaktadir
[128].

Bagirsak mukozasi tarafindan alindiktan sonra, likopen triasilgliserol agisindan
zengin silomikron'a ayrilip lenf transport sistemine salgilanacak ve son olarak da
karacigere aktarillacaktir [129]. Likopen, membran veya lipoproteinlerin lipofilik
boliimlerinde birikmeye egilimlidir [130]. Plazmada lipoproteinler ile taginir ve dagilimi
kimyasal yapisina baghdir. Hidrofobik bir bilesik olarak, lipoproteinlerin ¢ekirdegi olan
lipoproteinlerin lipofilik kisminda likopen bulunur [120], diger polar karotenoidler ise
lipoproteinlerin yiizeyinde bulunabilir. Bu nedenle, likopen c¢ogunlukla diisiik
yogunluklu lipoproteinler tarafindan taginirken, diger oksijenlenmis karotenoidler hem
diisiik yogunluklu hem de yiiksek yogunluklu lipoprotein ile taginmaktadir [120].

Karaciger, adrenal ve iireme dokularinda diger dokulardan on kat daha yiiksek
likopen konsantrasyonlar1 bulunur. Konsantrasyonlar 0.2-21.4 nmol/g doku araliginda
degismektedir [131]. Likopen yogunlugunun insan testislerinde en yiiksek oldugu,
ardindan adrenal bez, karaciger, prostat, meme, pankreas, cilt, kolon, yumurtalik,
akciger, mide, bobrek, yag dokusu gelmektedir [ 132]. Ayrica adipoz dokuda, dalakta ve
adrenal dokuda yiiksek likopen igerigi bulunmaktadir. Digki ve idrar yoluyla likopen

atilimi da mevcuttur [133].
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2.3.5. Likopenin Saghktaki Yeri

Likopen bitki ve hayvanlarda 6nemli rol oynayan kirmizi bir pigmenttir. Insan
saglhiginda, likopen agisindan zengin gidalarin tiiketilmesinin dejeneratif hastaliklarin
Onlenmesine yardimci olabilecegini gostermektedir. Likopenin diger aktif bilesiklerle
etkilesimi, insan sagliginda optimal islevini elde etmek i¢in ¢ok dnemlidir.

Likopen, yagda ¢Oziinen kirmizi bir pigmenttir. B-karoten ve o-tokoferoliin ¢ok
Otesine gecen Onemli antioksidan aktivitesi nedeniyle oOzellikle ilgi ¢ekicidir. Bu
bakimdan, ciltte likopeninin UV 1sik stresine [-karoten'den daha duyarli oldugu
bildirilmistir.

Resveratrol ve DNA hasarini ve timor olusumunu azaltan kurkumine benzer sekilde,
hipokolesterolemik ve kardiyoprotektif etkilerden, anti-inme ve anti-mutajenik
aktiviteye ve dikkat ¢ekici bir anti-kanser potansiyeline kadar degisen etkileyici bir
saglik yarar1 6zelliklerine sahiptir [134]. Bunun yani sira, yiiksek bir likopen serum
seviyesi yasa bagli makiiler dejenerasyon i¢in daha diisiik bir risk ile baglantili olabilir
[135].

Sinyal yollarimin ve likopen tarafindan etkilenen hiicre i¢i sinyal bilesenlerinin
tanimlanmasi, bireysel kanserlerin Onlenmesi ve tedavisi igin yeni stratejilerin
gelistirilmesi i¢in son derece dnemlidir. Son zamanlarda, endoprial [136], akciger [136],
kolon [134], prostat [135, 136] ve meme kanseri hiicreleri [137-139] 'de, likopenin
bliyiime faktorii sinyallemesi, hiicre dongiisii ilerlemesi ve sinyalleme yollarinin
modiilasyonu yoluyla hiicre sagkalimi/apoptozu {izerindeki dogrudan etkileri
bildirilmistir. Bu biyolojik aktivitelerin likopen bakimindan zengin bir diyet alan
insanlarda fizyolojik olarak elde edilebilir yogunlukta sergilendigi gosterilmistir. Bu
nedenle, likopen cesitli kanserli hastalarda yararli etkilere sahip olabilir ve prostat
kanserli hastalarda bazi klinik yararlar1 olan birkag klinik ¢alisma yapilmistir [ 140-141].

Epidemiyolojik ve klinik ¢alismalardan elde edilen veriler, yiiksek miktarda domates
irtini tiiketimi ile diisiik kanser riski arasinda bir iliski oldugunu ortaya koydu [136-
138]. Likopen, 6zellikle gelismis ve agresif formlara kars1 prostat kanserine kars gii¢lii
bir anti-kanser aktivitesi sergiler [137]. Bu, testislerde en yiiksek likopen doku
seviyesinin bulunabilecegi gercegiyle aciklanabilir, bunu adrenals ve karaciger

izlemektedir [139]. Karotenoidler arasinda, likopen 6zel bir 6neme sahiptir, ¢iinkii bu
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siifin, bir besin takviyesi olarak uzun stireli kullanimi ile akciger kanseri riski yiiksek
diizeyde kullanim1 arasinda bir iligki bulunmadigi tek bilesiktir [142].

Yiiksek lipofilik yapisi nedeniyle, likopen hiicresel membranlar seviyesindeki
maksimum antioksidan aktivitesi ve lipit bilesenleri ile etkilesime girer. Membranlarin
lipid peroksidasyonundan korunmasi sayesinde tiimor baglatilmasimi onler. Birkag
calisma, likopenin, azot dioksit kaynakli lipid membranlarin oksidasyonunu ve daha
sonra hiicre 6liimiinii B-karotenden daha etkili bir sekilde onledigini gostermistir [143-
145]. Likopenin kemopreventif etkileri temel olarak antioksidan aktivitesine
dayanmakla birlikte, likopen, hiicre dongiisii ilerlemesi ve sinyal iletim yollarinin
modiilasyonu dahil olmak {izere ¢esitli hiicresel islemlere miidahale ederek
karsinogenez olusumunu onler [146]. Bu bakimdan, likopenin ammatoryum kademesini
etkiledigi Dbildirilmistir. LNCaP prostat karsinom hiicrelerinde, diisiik likopen
yogunluklar1 sadece lipid oksidasyonunu etkilerken, daha yiiksek yogunluklar DNA
hasarina neden olmus ve G2/M fazindaki LNCaP hiicrelerini tutuklamistir [147]. Bu
etki, yiiksek likopen yogunluklarinin pro-oksidan aktivitesinden kaynaklaniyor olabilir
[148, 149]. Kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak tizere kronik hastaliklar,
6liimiin ana nedenleridir. Genetik faktorler ve yas ile birlikte, yasam tarzi ve diyet de
onemli risk faktorleri olarak kabul edilir. Tiim kanserlerin yaklasik % 50°si diyete
baglanmistir. Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif stres, kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklar ile ilgili son arastirmalarin ana odaklarindan biridir [150].
Reaktif oksijen tiirleri, diizenli metabolik aktivite, yasam tarzi aktivitesi ve diyet yoluyla
endojen olarak iiretilen yiiksek oranda reaktif oksidan molekiillerdir. Hiicresel
bilesenlerle reaksiyona girerek lipitler, proteinler ve DNA gibi kritik hiicresel
biyomolekiillerde oksidatif hasara neden olurlar [151]. Antioksidanlar, reaktif oksijen
tiirlerini inaktive eden ve bu nedenle oksidatif hasar1 énemli 6l¢iide geciktiren veya
onleyen koruyucu ajanlardir. Siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi
antioksidanlar insan hiicrelerinde dogal olarak bulunur. Yakin zamanda likopenin
antikanser Ozelliklerine olan ilgi, yalnizca saglam bir bilimsel temele degil, ayni
zamanda diinyanin dort bir yanindan epidemiyolojik verilere de dayanmaktadir. Kanit
olarak, ABD Natl. Bilimler Akademisi Arastirma Konseyi (1989), NCI (1987) ve
Diinya Kanser Aragtirma Fonu, The American Inst. Kanser Arastirmasi i¢in (1997),

turunggiller, baklagiller sebzeler, yesil ve sar1 sebzeler, meyve ve sebzelerin yliksek
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oldugu meyve alimini artirmay1 6nerdi. A ve C vitaminleri kanser riskini azaltir. Benzer
tavsiyeler UKDH (1999) ve WHO (1990) tarafindan da yapilmustir.

Likopen, yakin ge¢cmiste ¢ok fazla ilgi gérmiistiir, ¢linkii daha fazla kanit 6nerilmeye
devam edilmistir. Kanser ve koroner kalp hastalig1 gibi serbest radikal reaksiyonlardan
etkilenen dejeneratif hastaliklara karsi koruma saglayabildigi [152], likopenin, o-
karoten veya [B-karoten’den daha gii¢lii bir insan kanser hiicresi proliferasyonunun
inhibitorii oldugunu gostermistir. Bagka vaka-kontrol ¢alismasi, yiiksek miktarda taze
domates alimi, sindirim sisteminin kanser riskine kars1 koruyucu etkisine baglanmistir
[153]. Yasl bir Amerikan populasyonunda yiiksek bir domates alimi, benzer sekilde
tiim bolgelerdeki kanserden 6liim oranlarinda% 50’lik bir azalma ile iliskilendirilmistir
[154]. Domates likopen ekstresi destegi, kolon kanseri hastalarinda insiilin benzeri
biliylime faktorii-I diizeylerini azaltir. Epidemiyolojik ¢alismalar, yiiksek serum insiilin
benzeri biiyiime faktorii-I seviyeleri ile artmis kolon ve diger kanser tiirleri ile iliskili
oldugunu gostermistir [155]. Likopen; DNA, protein ve oksidatif hasara kars1 gii¢lii bir
koruyucu, hiicre-hiicre iletisiminin modiilasyonu hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonu ve
bakteriyel enfeksiyonlara karsi diren¢ saglama gibi etkileri de bulunmaktadir. Aym
zamanda likopenin pihtilagsma siiresini arttirdigt ve bdylelikle anti-enflamatuar ve
antikoagiilan aktiviteleri ile likopenin sagligin destekleyici rollerini ortaya koymaktadir.
Yapilan bir calismada, kolorektal adenomlu hastalarda, kolorektal kanserlerin ¢cogunun
Onciisii olan bir polip tiiriiniin, polipsiz ¢alisma deneklerine kiyasla, likopen kan
seviyelerinin % 35 daha diisiik oldugunu ortaya koymustur. Arastirmacilara gore bu
farkin anlamli olmadig1 diisiiniilmesine ragmen B-karoten seviyeleri de % 25.5 daha
diisik olma egilimindeydi. Nihai ¢oklu lojistik regresyon analizlerinde, sadece
plazmada diisiik seviyelerde likopen (70 pg/I’den az) ve sigara i¢me, kolorektal adenom
olasiligin1 arttirmistir, ancak riskteki artis oldukca dnemlidir, diisiik likopen riski, % 230
kadar arttirken, sigara igme % 302 arttirmakta oldugu goriilmiistiir [156].

Likopen sadece oksijensiz radikal tiirlerini temizlemekle kalmaz, peroksil radikalleri,
hidrojen peroksit ve azot dioksit gibi reaktif oksijen tiirleriyle de etkilesime girer ve bu
sekilde hiicreleri oksidatif hasardan korurlar. Tlging bir sekilde, likopen azot dioksit icin
siipirme isleminde B-karotenden iki kat daha etkili oldugu bulunmustur [157].
Likopenin, 6zellikle hiicre ici iletisim ve modiiller arasi hiicre i¢i sinyal yollarindaki
degisiklikler ile ilgili diger antikanser Ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir [158].

Bunlar arasinda hiicreler arasi bosluk baglantilarinda bir yukar1 diizenleme, hiicresel
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farklilagsmada bir artig ve bazi diizenleyici proteinlerin fosforilasyonundaki degisiklikler
bulunmaktadir [159]. Bununla birlikte, likopen, IGF tarafindan indiiklenen bir dizi
tiimor hiicresi ¢izgisinin proliferasyonunun inhibe edilmesinde ve hayvan modellerinde
hem kendiliginden hem de kimyasal olarak indiiklenen meme tiimoérlerinin olusumunu
azaltir [160, 161]. Ozellikle prostat kanserinde, bir ¢aligma, a-tokoferol ile kombinasyon
halinde, fizyolojik olarak likopen konsantrasyonlarinin varliginda hiicre c¢izgisi
cogalmasinin inhibe edildigini gostermistir. Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik
goriilen malignite ve diinya capinda kanser Oliimiiniin 6nde gelen nedenidir [162].
Meme kanseri, ER, progesteron reseptorii (PR) ve HER2 ekspresyonuna bagli olarak
farkli alt tiplere siniflandirilmis heterojen bir hastaliktir. Meyve ve sebze aliminin
kanser [163, 164] ve ER negatif meme kanseri riskini azalttig1 iyi bilinmektedir [165,
166]. Daha yakin zamanlarda yapilan genis kapsamli analizler, yiiksek sebze
tiketiminin ER negatif, ER pozitif meme kanseri riski ile iliskilendirilebilecegini
gostermektedir [167]. Likopen, meme kanseri riskini diger karotenoidlerden ziyade
daha belirgin bir sekilde azalttig1 ve 6nemli olmamakla birlikte ER negatif, ER pozitif
olmayan meme kanseri riskini azaltma egiliminde oldugu gosterilmistir [168]. Akciger
kanseri, diinya ¢apinda kanser dliimlerinin 6nde gelen nedenidir. Erken tan1 ve standart
tedavideki ilerlemelere ragmen, akciger kanseri siklikla ileri bir asamada teshis edilir ve
oldukca invaziv ve metastatik potansiyele bagli olarak kétii bir prognoza sahiptir [169].
Bu nedenle, akciger kanserinin Onlenmesi son derece oOnemlidir. Likopen igeren
fitokimyasallar, akciger kanseri i¢in olasi kanseri dnleyici bilesikler olarak kabul edilir.
Likopenin biiyiime inhibe edici etkileri, birka¢ akciger kanseri hiicre hattinda
gosterilmigtir [170-172].

Likopenin, antioksidan, antienflamatuar, antiproliferatif ve apoptozis azaltici
aktiviteler dahil olmak {izere birgok mekanizma yoluyla insan kanserlerinin
onlenmesine ve tedavisine katkida bulunabilecegi yapilan ¢esitli aragtirmalar sonucunda
gorilmistiir. Likopenin ayrica antianjiyogenik, anti-invaziv ve antimetastatik aktiviteler
gosterdigi de gosterilmistir. En 6liimciil kanserlerden biri olan pankreas kanseri o kadar
hizli ilerlemektedir ki, arastirmalara katilan hastaliklar1 olan bireyler, goriismelerinin
tamamlanmasindan 6nce siklikla 6lmektedir. Yapilan {i¢ yillik bir Kanada ¢alismasinda,
pankreas kanseri olan 462 kisiden en ¢ok likopen tiiketen, erkeklerin pankreas kanseri
risklerinde % 31 oraninda azalma oldugunu gostermistir [173]. Likopen kansere karsi

korur: Kanser dnleyici faz II enzimlerini aktive eder. Arastirmacilar, meme ve karaciger
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kanseri hiicrelerini likopen ile inkiibe ettiginde Faz II detoksifikasyon enzimlerinin
[NAD (P) H: kinon oksidorediiktaz (NQO1) ve glutamilsistein sentetaz (GCS)] 'nin
iretimi ve aktivitesini tetikledigini gormiislerdir. Likopen, bu koruyucu enzimlerin
iiretimini ve aktivitesini, lusiferaz adi verilen raportdr bir genin ekspresyonuna neden
olarak daha sonra enzimleri kodlayan diger genlerde "antioksidan tepki elemani"ni
aktive ederek, genlerin artan enzim iiretimini yonlendirmelerini saglayip cogalmasina
neden olmustur. Buna karsilik, B-karoten, astaksantin ve fitoen gibi diger karotenoidler
bu etkiye sahip degildir.

Likopen DNA ve diisiik yogunluklu lipoproteinlere oksidatif hasar ile pasif olarak
miidahale ettiginden koroner kalp hastaliklar1 riskini azaltmaktadir. Arastirmacilar,
cesitli kanser ile ters iliskisine ek olarak, yiiksek bir diyet likopen tiiketiminin
kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde rol oynayabilecegini 6ne siirmektedir. Her
iki kardiyovaskiiler hastaligi olmayan orta yaslh ve yasl kadinlar iizerinde yapilan yedi
aydan daha fazla takipte, haftada 7-10 porsiyon likopen bakimindan zengin gidalar
(domates, domates suyu, domates sosu ve pizza dahil domates bazli iiriinler)
tiiketenlerin haftada 1,5 porsiyondan az domates {riinii yiyen kadinlara kiyasla % 29
oraninda daha diisiik CVD riski oldugu bulunmustur. Avrupa'da yapilan bu arastirmada,
ham domateslerin ¢ig ya da domates sosu ya da macun seklinde haftada birkag¢ kez
tiketmenin, kardiyovaskiiler sisteminizi korumanin lezzetli bir yolu oldugunu one
siirmektedir. Yine baska bir calismada, 12 saglikli kadindan olusan bir grup, 3 hafta
stireyle glinlik 8 mg likopen saglayacak kadar domates iiriinii yediginde, LDL
kolesterollerinin serbest radikal oksidasyona kars1 daha az duyarli oldugunu bildirmistir.
Bu, therosklerotik plak olusumunda ilk adim ve kardiyovaskiiler hastalik i¢in major bir
risk faktoriidiir. Domates igerisinde yer alan lipofilik bilesikler, okside diisiik
yogunluklu lipoproteinlerin aracilik ettigi vaskiiler endotelde aterojenik siirecleri
modiile ederek kardiyovaskiiler hastaliklar1 onleyebilir [174].

Bagka bir arastirmada, a-tokoferol veya domates lipofilik 6zleri ile birlikte likopenin
endotel hiicrelerinde acil trombosit aktive edici faktdr biyosentezini oksidatif stres
sirasinda arttirdigi arastirilmistir. Likopen’in oksidatif strese karst koruyucu etkileri,
insan cildi UV 15181 ile aydinlatildiginda da gosterilmistir. 12 haftalik bir bagka
calismada, giinliik 8—16 mg likopen aliminin, besinlerden veya takviyelerden alinmasi,
UV i1sinlarina maruz kalmanin ardindan kizariklik yogunlugunun % 40-50 oraninda

azaltilmasina yardimci oldugu goriilmiistiir [176].
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Likopenin kandaki miktarinin artis1 ile kardiyovaskiiler hastalik riskinin azaldgi
belirtilmektedir. Hiicre kiiltiirii ile yapilan ¢alismalar ve hayvan modellemelerinden elde
edilen sonuglara goére de likopenin in vitro ve in vivo’da antikanserojenik ve damar
sertligini Onleyici etkisinin bulundugu, dejeneratif bozukluklarda da koruyucu etki
yaptig1r kanitlanmigtir. Diizenli olarak diisiik miktarda domates iirlinleri tiikketiminin
hiicreyi oksidan bilesiklerin neden oldugu DNA zararindan korudugu bilinmektedir
[177]. Yapilan calismalarda gézlemlenen sudur: Likopen gormeye yardimci katarakt
olusumunu geciktiren veya engelleyen makiiler dejenerasyon riskinizi azaltabilir.
Likopen, sinir ve doku hasarinin neden oldugu bir tiir agr1 olan ndropatik agrinin
azaltilmasina yardimeci olabilir [178, 179]. Likopenin antioksidan 6zellikleri, Alzheimer
gibi yasa bagl hastaliklarda ortaya ¢ikan nobetleri ve hafiza kaybini 6nlemeye yardimci
olabilir ve beynimizi koruyabilir, kemiklere katkida bulunabilir. Likopenin antioksidan
etkisi kemik hiicrelerinin oliimiinii yavaslatabilir, kemik yapisint giiclendirebilir ve

kemiklerin saglikli ve giiclii kalmasina yardimci olabilir [180-182].

2.3.6. Metabolik Miihendisligi Yaklasimiyla Likopenin Mikrobiyal Biyosentezi

Metabolik miihendisligi yaklagimiyla likopenin mikrobiyal biyosentezi ve bu
yaklagiminin {iriin verimine etkisinin incelenmesi amaclanmistir. Likopenin mikrobiyal
tiretimindeki amacimiz; katma degeri yiiksek bilesikleri elde etmek, toksik organik
coziiciiler kullanilmadan insan tiiketimi i¢in uygun olan saf bir likopenin iretilmesi,
bliylik Ol¢iide saf bir likopen iiretmek, ekonomik ve biiyiik bir ticari Olgekte
gerceklestirilmesi kolay olmasidir.

Likopeni Escherichia coli’de heterolog olarak iiretmek i¢in karotenogenik bir bakteri
olan P. agglomerans bakterisinin karotenoid yolagina ait CrtE, CrtB, Crtl ve idi genleri
E. coli bakterisine aktarilmistir ve likopenin tiretilmesi hedeflenmistir.

Karotenoidler bitki, fungus, alglerin yanisira bazi bakterilerde bulunan endiistriyel
olarak onemli dogal pigmentlerdir. E. coli karoten iiretmeyen bir bakteri olmakla
birlikte likopen, beta-karoten, zeaksantin, astaksantin gibi g¢esitli karotenoidleri tiretmek
icin karotenogenik genlerin heterolog ekspresyonu icin uygundur. Bu projede,
izoprenoid yolaginin 6ncii molekiilii olan likopeni E. coli’de heterolog olarak iiretmek
i¢cin karotenogenik bir bakteri olan Pantoea agglomerans karotenoid biyosentetik yolak
genleri olan CrtE, CrtB, Crtl ve idi genleri E. coli bakterisine aktarilmistir.

Karotenogenik P.agglomerans bakterisinin dogal karotenoid biyosentetik yolagin
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endojenik olarak iiretilmesi avantaj gibi goriinse de GRAS (Generally Recognized as
Safe) kategorisinde olmayan bu tlire gore karotenogenik olmayan E. coli’nin biiylime
hizi, genetik yatkinligi, iyi anlasilmis metabolizmasi, ¢esitli substratlarda biliyiime
yetenegi, basit biiylime ortami, metabolizmasiin esnekligi, yiliksek teorik verim
ozellikleri ve patojen olmayan susunun kullanilacak olmasi karotenoid biyosentetik

yolagin heterolog ekspresyonu icin avantaj saglamaktadir.

33



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan bakteri suslar1 ve plazmidleri

Bu tez calismasinda kullanilan suslar Firat Universitesi Biyomiihendislik Boliimii

Sentetik Biyoloji ve Metabolik Miihendisligi Laboratuvari arsivinden temin edilmistir.

Kullanilan suglar Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Caligmada kullanilan suslar ve genotipleri [183-185]

Susun Ozelligi

Susun Genotipi

Sus Adi

E. coli NEB 10-
beta

A(ara-leu) 7697 araD139 fhuA
AlacX74 galK16 galE15 el4-
080dlacZAM15 recAl relAl
endAl nupG rpsL (StrR) rph
spoT1 A(mrrhsdRMS-mcrBC)

deneylerinde kullanilmaktadir. DH10B susunun bir
tirevidir. Biiylik plazmidlerin ve BAC plazmidlerin

Elektrokompetent hiicre olarak transformasyon

transformasyonu i¢in uygundur. T1 faja direnglilik
tagimaktadir.

E. coliMG1655

F- 2- ilvG- rfb-50 rph-1

Mutasyon etkisi ¢ok az olan ve hizli biiyiime
ozelligine sahiptir. Galaktoz ve laktoz
metabolizmasi arasinda gen ekspresyonunun
belirgin bir sekilde diizenler. Genom ¢apinda
ekspresyon ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

E. coli DH5a.

F- endAl ginV44 thi-1 recAl
relAl gyrA96 deoR nupG
D80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(rK- mK+),

=

Patojen degildir ve laboratuvar klonlama kullanimi1
icin gelistirilmistir. Bu sus, D. Hanahan tarafindan,
yliksek verimli transformasyonlar saglayan ¢oklu
mutasyonlara sahip bir klonlama susu olarak
gelistirilmistir. Bu sus ayrica plazmidler igerir ve
son derece iyi plazmid yerlestirme kabiliyetine
sahiptir.

E. coli DH5a-Pro

deoR, endAl, gyrA96,
hsdR17(rK- mK+), recAl, relAl,
supE44, thi-1, A(lacZYA-
argFV)U169, p80lacZAM15, F-
A-, PN25/tetR, Placig/placl, SpR

Bir LacR ve TetR baskilayici tireticisidir.
Rekombinantlar antibiyotik taramasi i¢in
kullanilmaktadir.

E. coli DH50. -
Turbo

gInV44 thi-1 A(lac-proAB)
galE15 galK16 R(zgh
210::Tnl0)TetS endAl fhuA2
A(merB-hsdSM)S5,(rK—mK—)
F'[traD36 proAB+ laclg
lacZAM15]

Cok benzer genotipe ve ¢ok hizli biiyiimeye
dayanan TG1 tiirevidir ve T1 faj dayaniklidir.

E. coli XL1-Blue

endAl gyrA96 (nal R ) thi-1
recAl relAl lac ginV44 F '[::
TNI10 proAB + lacl g 4 (lacZ)

M15] hsdR17 (rK - mK + )

Lambda faj enfeksiyonunda, amplifikasyonunda,
ekspresyonda kullanilir. Nalidiksik asit dayanikli
tetrasiklin direnglidir (F plazmidinde taginan).

E. coli TOP10

F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
080lacZAM15 AlacX74 nupG
recAl araD139 A(ara-leu)7697
galE15 galK16 rpsL(StrR)

Transformasyon verimi saglanir. Plazmid DNA ve
yiiksek verimli klonlanmas1 ve plazmid yayilmasi
icin idealdir. Cok sayida kopya plazmidin kararlt
bir sekilde ¢ogaltilmasini saglar.

endAl J-




Tablo 3.1.’in devami

F;i; Z;n gg?&ngréjﬁ%& Elektrokompetent hiicre olarak kullanilmaktadir.
E. coli A(lac)X74 recAl endAl araD139 Streptomisin antibiyotigine kars1 direngli olmas;
EPI300 Aara,lew) 7697 galU galK rpsL arabinoz, galaktoz ve laktoz ile indiiklenme

(:S’trR ) nupG' trfA dhfr yapilabilir ve losin oksotroftur.
E. coli F—ompT gal dcm lon hsdSB(rB— Yiiksek mRNA stab.ilit.esil.li ve protein verimini
B' 121 mB—)A(DE3[lacl lacUV5 T7p07 | destekleyen bir genotip igerir. Dii.siik kopya say1s,
(DE3) indl sam7 nin5]) [malB+ ] K- T7 promotor tabanli plazmidler ile kullanim igin
12(2S) optimize edilmistir.

pAC-EHER plazmidi (Katalog No. 53262) Addgene’den bakteri icerisinde agar stab
halinde ticari olarak alinip gen kaynagi olarak kullanilmistir. Bu plazmid Erwinia
herbicola (P. agglomerans) Eho10’ 1 (Genbank: M87280.1) karotenoid yolak kiimesine
ait crtE, idi, crtl, crtB genlerini endojen promotor altinda iceren 9.34 kb BglII-BglII
genomik fragmannin pPL376 plazmidinden kesilmesiyle ve ileri yonde oryantasyonu ile
pACYC184’tin BamHI bolgesine eklenmesiyle olusturulmustur. Bu plazmid likopen
tiretimini saglamakta ve kloramfenikol antibiyotigine diren¢ geni (CmR) ve pl5SA

replikasyon orijini tagimaktadir [186].

3.1.2. Besiyerleri

LB Broth Besiyeri

Luria-Bertani (LB), bakterileri kiiltiirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan, besin
agisindan zengin bir besiyeridir. Ilk olarak 1951 yilinda Giuseppe Bertani tarafindan
aciklanan 1 litrelik bir ortam, 10 gram tripton, 5 gram maya 6ziitii ve 10 gram sodyum
kloriirden olusur. LB besiyeri, plazmid saflastirmasinda ve protein ekspresyonunda
kullanilmak tizere rekombinant E. coli’nin biiyiimesi i¢in molekiiler biyolojide yaygin
olarak kullanilir. Kullanim kolaylig1 i¢in, ticari LB tozu ve sivi formiilasyonlar
mevcuttur, zaten karistirtlmistir ve kullanima hazirdir [187].

Istenen bir hacimde besiyeri igin gerekli miktarlarda bilesenler tartilir, dH,O ile

istenen hacme tamamlanir ve otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilizasyonu gerceklestirilir.

LB Agar Besiyeri

LB agar besiyeri, kat1 formda olup besinsel olarak zengindir. LB broth besiyerinden
farkl1 olarak LB agar besiyerinin igerigine agar girmektedir ve agardan dolay1

katilasmaktadir [ 188].
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Tripton 10 g/l
Maya ekstraktt 5 g/l
Sodyum kloriir 10 g/l
Agar 15¢g/1
Istenen bir hacimde besiyeri icin gerekli miktarlarda bilesenler tartilir, dH,O ile

istenen hacme tamamlanir ve otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilizasyonu gergeklestirilir.

NaCl icermeyen LB Broth

Tripton 10 g/l
Maya ekstrakti 5 g/l
Istenen bir hacimde besiyeri icin gerekli miktarlarda bilesenler tartilir, dH,O ile

istenen hacme tamamlanir ve otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilizasyonu gergeklestirilir.

LB Broth+Cm;s ve LB Agar+Cm;s

Bu c¢alismada kloramfenikol (Cm) antibiyotigine karsi direnglilik saglayan
plazmidler kullanildi ve bu nedenle besiyerlerinde Cm segici antibiyotik olarak
kullanilmistir. 34 mg/ml stok soliisyonu i¢in toz formdaki kloramfenikol (Sigma,
C0378) gerekli miktarda tartilmistir, ethanol ile istenen hacme tamamlanarak

hazirlanmistir ve besiyerinde 25 pg/ml ¢alisma yogunlugunda kullanilmstir.

SOB Besiyeri

SOB (siiper optimized broth) medyum, genel olarak transformasyon deneyinde
kompetent E. coli hiicrelerin biiyilitmesi i¢in kullanilan zengin bir besiyeridir [189].
SOB medyum, hazir bir karisim olarak satin alinmaktadir. Bu karisim 1 litre i¢in 20 g
tripton, 5 g maya ekstrakti, 0,5 g NaCl, 0,186 g KCI, 2,4 g MgSO, icermektedir. 1 L
dH,O0 igerisinde ¢ozdiiriiliip, 121 °C derecede 15 dk boyunca otoklavlanir.

SOC Besiyeri (SOB+ Glukoz)

SOC besi yeri, hiicrelerin elektrosoktan sonra toparlanmalarini (recovery) ve ilk
biliyiime agamalarinda antibiyotik direnglik geni liretmelerini saglayan zengin bir besi
yeridir. SOC besi yeri, SOB yerine glukozun eklenmesi halidir. 1 litre SOB besiyerine
20 ml steril % 20 glukoz ¢6zeltisi eklenerek SOC besiyeri hazirlanmistir [186].
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TB Besiyeri (Terrific Broth)

Bakteri yetistiriciligi icin kullanilan olduk¢a zenginlestirilmis bir ortamdir.

Bilesenleri;
1.2 % tripton 12 g/l
2.4 % maya ekstrakti 24 g/l
0.5 % gliserol 5 g/l

Coziinmiis tripton, maya ekstrakti ve gliserol, 900 ml'lik bir nihai hacme kadar su
icinde ¢oziiliir ve 121 °C'de 15 dakika boyunca otoklavlanir. 10X TB tuzlar1 eklemeden
once oda sicakligina sogumaya birakilir. Daha sonra 10X TB tuzundan 100 ml kadar

eklenir.

10X TB salts 0.17M KH,PO, 23.1 g/
0.72M K>;HPO4 125.4 g/l

23.1 g KH,P04 ve 125.4 g K,HPO4'i 1 I'lik bir nihai hacme kadar suda ¢oziiliir ve
121 °C'de 15 dakika boyunca otoklavlanir.

2XYT Besiyeri

Escherichia coli'nin rekombinant suglarinin yetistirilmesinde kullanilir. Mitkemmel
bir biiylime ortamidir. Suyu, biiylimesi i¢in besin agisindan zengin bir ortamdir. Tripton
ve maya Oziitleri gibi bilesenler bu ortam icinde fazla miktarlarda bulunur. Escherichia
coli, bu ortamda, hiicrenin biiyiime ve gelisme sirasinda ihtiyag duydugu ilave amino
asitler, niikleotit dnciileri, vitaminler ve diger temel metabolitler nedeniyle gelisecektir.
Sodyum kloriir besiyerinde bulunur ve ¢ogalan bakteriler i¢in uygun bir ozmotik ortam
saglar. Bilesenlert;

» Tripton =16 g/l
» Maya ekstrakti = 10 g/l
» Sodyum kloriir =5 g/l

Cozlinmiis tripton, maya ekstrakti ve sodyum kloriir, 1 1’lik bir nihai hacme kadar su

iginde ¢oziiliir ve 121 °C'de 15 dakika boyunca otoklavlanir.
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3.1.3. Soliisyonlar ve Cozeltiler

% 10’luk gliserol ¢ozeltisi: 10 ml gliserol tizerine 90 ml dH,O eklenmistir, otoklavda
121 °C’de 15 dk sterilizasyonu gergeklestirilmistir.

% 20’lik glukoz cozeltisi: 20 g glukoz (Wisent, 600-035-EG) 100 ml dH,O’da
¢Ozdiriilmiistiir, 0.22 pum seliiliiz asetat membran filtreden gegirilerek steril edilmistir
ve +4 °C’de saklanmustir.

IXTAE c¢ozeltisi: 50x TAE c¢ozeltisi (Fischer, BP13324) dH,0 ile 1:49 oraninda

seyreltilerek 1XTAE ¢ozeltisi hazirlanmustir.
3.2. Metod

3.2.1. Plazmid DNA’simin izolasyonu

Plazmid tasiyan bakteri 6ze yardimiyla LB Agar +Cmjs besiyerine ekilmistir ve 37
°C’de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. 16 saatlik inkiibasyon sonrasinda kati
besiyerinden steril bir kiirdan yardimiyla secilen bir koloni 5 ml LB Broth+Cmys sivi
besiyerine ekilmistir ve 37 °C-225 rpm’de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. 16 saatlik
inkiibasyondan alinan sivi1 kiiltiirden plazmid DNA’s1 izolasyonu Qiagen QIAprep Spin
Mini Prep kit kullanilarak gergeklestirilmistir [190].

3.2.2. Restriksiyon Endoniikleazlari ile Plazmid DNA’sinin Kesilmesi

Ticari olarak satin alinan plazmidin EcoRI ve HindIIl restriksiyon enzimleri ile

kesim reaksiyonu yapilmistir. Reaksiyon sartlari:

pAC-EHER DNA Xul

10X CutSmart Tamponu 2,5 pl (Enzim ile birlikte verilmistir.)
EcoRI-HF 1 ul (20000 u/ml)

HindIII-HF 1 pl (20000 u/ml)

pAC-EHER DNA’sina ait X miktar1 reaksiyonda 700 ng olacak sekilde eklenerek
reaksiyon karigimi hazirlanmistir ve reaksiyon thermal cycler cihazinda 37 °C’de 1 saat
inkiibasyon ile gerceklestirilmistir.

Gibson reaksiyonu ile insaa edilen plazmidin Sall restriksiyon enzimi ile kesim
reaksiyonlar1 yapilmistir. Reaksiyon sartlari:

Plazmid DNA’s1 Xul
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10X CutSmart Tamponu 2,5 pl (Enzim ile birlikte verilmistir.)
Sall-HF 1 pl (20000 u/ml)

Gibson reaksiyonu ile insa edilen dort ornege ait plazmid DNA’simin X miktari
reaksiyonda 500 ng olacak sekilde eklenerek reaksiyon karisimlart hazirlanmistir ve
reaksiyonlar thermal cycler cihazinda 37 °C’de 1 saat inkiibasyon ile

gerceklestirilmistir.

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforez, gorsellestirme ve saflastirma i¢in DNA'y1 boyuta gore ayiran
bir analiz yontemidir. Agaroz jel elektroforezi kullanarak DNA’y1 ayirmak i¢in, DNA
jelde onceden oyulmus oyuklara yiiklenir ve bir akim uygulanir. DNA ve RNA
molekiiliiniin fosfat omurgasi negatif olarak yiiklenmistir, bu nedenle bir elektrik alana
yerlestirildiginde, DNA fragmanlari pozitif yiiklii anotlara taginir. Ciinkii DNA diizgiin
bir kiitle/yiikk oranina sahiptir. Bir DNA molekiiliiniin jelden gecis hizini; DNA
molekiiliinlin biiyiikligl, agaroz yogunlugu, DNA uygunlugu etidyum bromdiir varligi,
agaroz tlirii ve elektroforez tamponu etkilemektedir. Elektroforezde, elektriksel bir alan
ile daha kisa DNA parcalar1 jelden daha uzun olanlardan daha hizli bir sekilde
gecer. Boylece, bir DNA parcasinin yaklasik uzunlugunu, bir DNA merdiveni boyunca
bir agaroz jeli lizerinde ¢alistirarak anlayabiliriz [189].

Calismada,% 1 yogunlugunda agaroz jel hazirlanmaktadir. % 1 agaroz igeren 1XTAE
¢oOzeltisi kaynatildiktan sonra, oda sicaklifinda sogumasi i¢in biraz bekletilmektedir.
Cozelti, yaklasik 55-65 °C dereceye geldikten sonra, son yogunluk 0.5 pg/ml olacak
sekilde EtBr eklenmektedir. Etidyum Bromiir, jelin UV 15181n altinda goriintiilenmesini
saglamaktadir. Hazirlanan jel tepsiye dokiilmiistiir ve tepsideki jelin katilagmasi
beklenmistir ve jel katilagtiktan sonra tarak kuyularin yapisini bozmamaya dikkat
edilerek yavasca cikarilmistir. Hazirlanan jel orneklerin yliklenmesi i¢in elektroforez
tankina almmistir ve jelin lizerini kapatacak kadar 1XxTAE tampon ¢ozeltisi tanka
eklenmistir. DNA ornekleri kuyuya yiliklenmeden once elektroforez tankinda hareketin
ilerleyisini gozlemlemeyi saglayan boya maddesi ve DNA’nin kuyuya g¢Okmesini
saglayan yogun madde igeren 6X Loading Dye ile karistirilmistir, 6rnekler ve Hibrigen
1 kb DNA Marker ladder kuyulara yiiklenmistir. Elektoroforez islemi 70 volt altinda 2
saat olacak gergeklestirilmistir. Jelin gorilintlisii Sygene GBox sistemi ve Genesys

programi kullanilarak alinmigtir [189].
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3.2.4. Gibson Assembly Metodu

Gibson Assembly, par¢a uzunlugu veya u¢ uyumlulugundan bagimsiz olarak birden
fazla DNA parcasinin basarili bir sekilde birlestirilmesine izin verir. Verimi yiiksek olan
bir klonlama metotudur. ilk olarak 2008 yilinda Daniel Gibson ve meslektaslari
tarafindan yayinlanmis olup hem basit hem de karmasik yapilar olusturmaya yonelik
yenilik¢i bir yaklagimdir. Kullanim1 kolay oldugundan in vitro montaj yontemlerinin en
yaygin kullanilani haline gelmistir.

Gibson Assembly, uygun DNA’lar ve li¢ enzimin uygun bir karigimi (Gibson
Assembly Master Mix) gerekmektedir. T5 enzimi, 5’ ucunun kesimi ile uglarin
acilmasini saglamaktadir ve dolayisiyla yapiskan uglari olusturmaktadir. Ortamda
dNTPler mevcut oldugundan, baz eslestirmesi yer almaktadir ve Phusion DNA
Polimeraz enzimi ile yeni olusan plazmidin bosluklar1 doldurulmaktadir. Son olarak,
Taq Ligaz enzimi plazmiddeki bosluklar1 kapatmaktadir.

Gibson Master mix i¢in gerekli olanlar:
» 320 pl 5X ISO tamponu
» 0.64 ul 10 U/ul TS ekzonukleaz

» 20 pl 2 U/pl Phusion polimeraz
» 160 ul 40 U/ul Taq ligaz
» 1.2 ml’ye tamamlamak i¢in nukleaz-free dH,O
15 pl’ye boliiniir ve -20 °C’de bir yil kadar saklanabilmektedir.
ISO tamponu hazirlamak i¢in:
» 3 ml 1 M Tris-HCI (pH 7.5)
60 ul 100 mM dGTP
150 pl 2 M MgCl,
60 ul 100 mM dATP
60 ul 100 mM dTTP
60 ul 100 mM dCTP
300 ul 1 M DTT
1.5 g PEG-8000
300 pl 100 mM NAD

V V V V V V VYV V

6 ml’ye tamamlamak i¢in nukleaz-free dH,O eklenir.

40



3.2.5. Plazmid Haritalarinin Tasarlanmasi

pAC-EHER plazmid DNA’siin dizi bilgisine Addgene’den ulasilip elde edilmistir
[191].
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Sekil 3.1. pAC-EHER plazmidinin haritas1 [191]
3.2.6. Elektrokompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Kompetent hiicre satin almabilir veya laboratuvar ortaminda da kolayca
hazirlanabilinir. Oncelikle konak olarak kullanilacak sus LB agar besiyerine 6ze ile
cizilerek ekimi yapilmistir ve 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. 16 saatlik
inkiibasyon sonrasi1 LB agar besiyerinden secilen tek koloni steril bir kiirdan yardimiyla
5 ml LB Broth besiyerine ekilmistir ve 37 °C-225 rpm’de 16 saat inkiibasyona
birakilmistir. Bu sivi kiiltiirden 500 pl alinarak daha 6nceden hazirlanan 100 ml NaCl
icermeyen LB Broth besiyerine inokiile edilmistir ve deger 0,35-0,4 aralifina ulagana
kadar 37 °C-225 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Sivi kiiltiir beklenen araligina
ulastiginda ise steril 50 ml’lik falkona alinmistir ve falkon 20-25 dk buz igerisinde
bekletilmistir ve bundan sonraki asamalarda santriflij disindaki islemler buz igerisinde
gerceklestirilmistir. Kompetent hiicreleri hazirlama siirecinde, biitlin malzemeler buzda
gomiilii olmalidir. Buzdan alinan falkonlar 0 °C-4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir,

stipernatant uzaklastirilmistir. Pelet 40 ml steril ve soguk dH,O’da ¢oziiliir. Tekrardan
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4000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiijlenir. Siipernatant atilir ve pelet 20 ml steril ve
soguk dH,O’da c¢oziilir. Tekrardan 4000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiijlenir.
Stipernatant atilir ve pelet 10 ml steril % 10 gliserol soliisyonunda ¢oziiliir. Coziildiikten
sonra, 10 dk boyunca 4000 rpm’de satrifiijlenir. Siipernatant atilir ve pelet, % 10
gliserol soliisyonunda 300 pl olacak sekilde ¢oziiliir. Hazir olan elektrokompetent
hiicreleri, Eppendorf tiiplerine 100 ul olacak sekilde yerlestirilir. Kompetent hiicreler, -
80 °C dolabinda saklanmalidir [192].

3.2.7. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelden Saflastiriimasi

Elektroforez iglemi sonrasinda UV transiiliminatdrde goriintiilen jelden beklenen
biiyiikliikteki DNA bantlar1 bistiiri ile kesilerek daha 6nceden agirlig: tartilan 2 ml’lik
mikrosantrifiij tlipli icerisine alinmistir ve QIAquick Gel Extraction Kit kullanilarak

saflastirilmistir [193].

3.2.8. Transformasyon

Transformasyon Oncesi, elektroporasyon ile plazmid DNA’s1 veya Gibson Assembly
reaksiyonu irlinli, 100 pl kompetent hiicre ve elektroporator kiiveti buzda gomiilii
olmali ve mikrosantrifiij tiipte bulunan 930 pl SOC besiyeri ve steril cam tiipii 37 °C
derecede 10 dk kadar bekletilmelidir.

Gibson tiriinii veya plazmid DNA’sin1 100 pul kompetent hiicrelere eklenmektedir.
Hafifce karistirilmaktadir ve elektroporator kiivetine eklenmektedir. Kiivet,
elektoporator cihazina yerlestirilir ve 1.8 kV altinda hiicrelere cok kisa bir sok
uygulanir. Sok verildikten sonra kiivet hemen c¢ikarilir ve hazir olarak bekletilen 900 pl
SOC besi yeri beklemeksizin eklenir. Kiivetin, birkag¢ kez ters diiz ¢evrilmesiyle, SOC
besiyerin ve hiicrelerin karigsmas: saglanmaktadir. Karigim hemen kiiltiir tilipline
eklenmektedir ve 1 saat kadar 37 °C derecesinde inkiibasyona birakilmaktadir.

Inkiibasyon sonrasi, hazirlanan iki tane LB agar + uygun antibiyotik iceren petri
kutusu ¢ikarilir. Bir tane petriye 100 pl kiiltiir ortasina damlatilip drigalski spatiilii
yardimi ile yayilir. Kalan kiiltiir ise, bir eppendorf tiipiine alinir ve 5000 rpm’de 3 dk
boyunca santrifiijlenir. Stipernatant, peletin iistiinde 100 pl kalacak sekilde atilmaktadir
ve pelet hafif¢e ¢ozdiiriiliip ikinci petriye ekimi yapilir. Burdaki amag hiicrelerin

konsantrasyonu yiiksek olan bir karisim elde etmektir. Petri kutulari, 37 °C derecelik
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etivde 16 saatlik inkiibasyona birakilmaktadir. Daha sonra 16 saatlik inkiibasyon
sonrast petride koloni goriiliirse transformasyonun gerceklestigi anlagilmaktadir. Tek
kolonilerden alinip segici antibiyotik igeren 5 ml LB Broth besiyerine ekilmistir ve 37
°C-200 rpm’de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan alinan kiiltiirlerin stok

kiltirleri hazirlanmustir.

3.2.9. Stok Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Daha 6nce otoklavda 121 °C-15 dk steril edilmis % 100 gliserolden 700 pl alinarak
steril mikrosantrifiij tiipiine birakilmistir ve lizerine 300 pl bakteri kiiltiirii eklenmistir.
Kiiltir ve gliseroliin karismasi i¢in mikrosantrifiij tiipii vortekslenmistir. Hazirlanan

stok kiiltiirler -80 °C’de saklanmustir.

3.2.10. pAC-EHER-EBIidi Tasiyan E. coli Suslarindan Likopen Ekstraksiyonu

icin Baslangic Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Stok kiiltiirlerden steril 6ze yardimiyla 10 ml siv1 besiyerine ekimler yapilmistir, 37
°C’de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra bu kiiltiirlerin OD600 6l¢timleri
yaptlmistir. 50 ml’de OD=0,1 olacak sekilde gerekli miktarda besiyerleri ve

inokiilasyon hacimleri hesaplanmistir:

0D600.X=0,1.V

X=Kiiltiirden alinmas1 gereken hacim V=Toplam son hacim

250 ml’lik erlenlerde hazirlanan ve secici antibiyotik i¢eren 50 ml OD 0,1 baglangic¢
kiiltiirleri 30 °C-200 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda

alinan 6rneklerde OD 6l¢ilimii ve ekstraksiyon islemi yapilmistir.

3.2.11. pAC-EHER-EBIidi Tasiyan E. coli Suslarindan Likopen Ekstraksiyonu

I ml siv1 kiiltiir ependorfa alinir. 14,000 rpm’de 1 dk santrifiij edildikten sonra
siipernatant atilir ve 1 ml distile su ile pelet ¢coziindiikten sonra tekrar 14,000 rpm’de 1
dk santrifiij yapilir. Ayn1 islemler tekrar edildikten sonra ve 1 ml asetonda siispanse
edilip, 50 °C’lik su banyosunda 10 dk tutulur. Daha sonra 12,000 rpm’de 10 dk

sogutmali santrifiijde santrifiijlendikten sonra siipernatant yeni tiipe alinir ve likopen
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miktar1 tayini gergeklestirilir. Likopen 1518a duyarl bir karotenoid oldugu i¢in iglemler

az 1sikli-karanlik ortamda gercgeklestirilmistir.

3.2.12. pAC-EHER-EBIidi Tasiyan E. coli Suslarindan Ekstrakte Edilen
Likopenin HPLC ile Analizi

Likopen ekstraksiyonu sonucu elde edilen numuneler 0.45 upum PTFE
(politetrafloroetilen) filtreden (Isolab, 094.01.002) gecirilmistir, vorteks cihazi ile
karigtirildiktan sonra HPLC cihazina enjekte edilmistir. Analizler Tablo 3.2°de verilen
sartlarda gergeklestirilmistir. Numuneler -20 °C’de saklanmistir. Numunelerdeki
likopen tayini, standart olarak kullanilan likopen maddesinin alikonma siiresi ve

yogunluklarina bagli olarak elde edilen standart egriden faydalanilarak tespit edilmistir.

Tablo 3.2. Likopen analizi i¢in HPLC ¢alisma sartlart

Marka Shimadzu

Dedektor PDA

Kolon InertSustain C18 (5 um, 4.6x150 mm)
Kolon Firint CTO-10AS

Mobil Faz Asetonitril-metanol (65:35 v/v)

Dalga Boyu 470 nm

Akis Hizi 1 ml/dk

Kolon Sicakligi 30°C

Akis Siiresi 40 dk

Enjeksiyon Hacmi 20 pl

Standart Maddenin Hazirlanmasi

Likopenin HPLC ile tanimlanmasi i¢in likopen standartt kullanilmistir. 10 mg
likopen standardi 500 ppm olacak sekilde kloroformla ¢ozdiiriilmiistiir daha sonra
kloroform ugurulup ve gerekli miktarlarda aseton ile c¢ozdiiriilmiistir. 1-10 ppm
araliginda ara standart ¢ozeltileri hazirlanmistir ve HPLC cihazinda olgiimleri yapilarak

kalibrasyon grafigi hazirlanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada P. agglomerans bakterisinin karotenoid yolak genlerini tasiyan pAC-
EHER plazmidi kullanilarak E. coli’de likopen biyosentezi i¢in gerekli genleri tagiyan
pAC-EHER-EBIidi plazmidi Gibson assembly metodu ile basarili bir sekilde insa
edilmistir. Insa edilen plazmid elektrokompetent hiicreleri hazirlanan farkli E. coli
suslarina (E. coli XL1-Blue, E. coli DH5a, E. coli DH5a-Pro, E. coli NEB 10-beta, E.
coli MG1655, E. coli DHS5a-Turbo, E. coli TOP10, E. coli EPI300, E. coli DE3)
elektroporasyonla aktarilmistir. Bu suslardaki likopen iiretiminin incelenmesi igin her
susun baslangic OD’si 0,1 olan 50 mI’lik kiiltiirleri hazirlanmistir ve 30 °C’de ve 200
rpm’de 96 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu inkiibasyon siiresinde her 24 saatte bir
kiiltiirlerden 1 ml numune cekilerek asetonla likopen ekstraksiyonu metodu
uygulanmistir ve HPLC ile ekstraksiyon iirlinlerinin analizi gergeklestirilmistir.
Analizler sonucunda E. coli EPI300 72. saatte 1,189 + 0,040305 mg/l, E. coli NEB-
Turbo susunda 72. saatte 1,168 + 073539 mg/l, E. coli DH5a-Turbo susunda 72. saatte
1,002 + 0,25173 mg/l ve E. coli TOP10 susunda 72.saatte 0,918 + 0,018385 mg/l
likopen maksimum tretimleri bulunmustur. Bu suslardan pAC-EHER-EBIidi igeren E.
coli MG1655, E. coli DE3, E. coli XL1-Blue suslarinda daha yiiksek miktarda likopen
iiretimi gozlenirken E. coli DHSa, E. coli DH5a-Pro suslarinda daha diisiik miktarda

tiretim oldugu bulunmustur.

4.1. pAC-EHER Plazmid DNA’sinin Restriksiyon Endoniikleazlar1 ile

Dogrulanmasi

Ticari olarak satin alinan pAC-EHER plazmidi 25 pg/ml kloramfenikol igeren LB
agar kati besiyerine ekilir ve 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakilir. Kat1 besiyerinden
secilen tek kolonilerden bir tanesi steril bir kiirdan yardimiyla 25 pg/ml kloramfenikol
iceren LB Broth siv1 besiyerine ekilir, 37 °C, 225 rpm’de 16 saat inkiibe edilir. Sivi
kiiltiirden plazmid DNA’s1, Qiagen QIAprep® Spin Mini Prep kit kullanilarak 50 ng/ul
konsantrasyonda izole edilmistir. New England Biolabs (NEB) firmasindan ticari olarak
satin alinan EcoRI ve HindlIII restriksiyon enzimleri, 13581 bp uzunlugundaki plazmid
DNA’smi1 9386, 2672, 1523 bp uzunlugunda ii¢ fragmente ayirir. Sall enzimi plazmidi
6566, 5912, 1103 bp uzunlugunda ii¢ fragmente ayirir (Sekil 4.1). Enzimatik kesim



reaksiyonunu agaroz jel elektroforez ile kontrol edilir. Elde edilen jel goriintiisii Sekil

4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. pAC-EHER plazmidinin enzimatik dogrulamasina ait agaroz jel goriintiisii(1)EcoRI ve HindIII
enzimleriyle kesim sonrasi elde edilen bantlar 9386, 2672, 1523 (2) Sall enzimiyle kesim
sonrasi elde edilen bantlar 6566, 5912, 1103 (M: Marker: Hibrigen 1 kb ladder)

4.2. pAC-EHER-EBIidi Plazmidinin Insaas

Plazmidlere ait haritalarin tasarlanmas1 Vector NTI programi ile gerceklestirilmistir
pAC-EHER-EBIidi plazmidinin Vector NTI ile tasarlanan haritas1 Sekil 4.3’de

gosterilmistir.
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Plazmid ingalar1 Gibson Assembly metodu kullanilarak gerceklestirilecegi igin

primer

sentezletilmistir. Plazmid insalarinda kullanilacak olan primer dizileri, baglanma

sicakliklari, uzunluklar1 ve ¢ogaltmasi beklenilen fragment uzunluklar1 Tablo 4.1°de
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Sekil 4.3. pAC-EHER-EBIidi plazmidinin Vector NTI ile tasarlanan haritasi

gosterilmistir.

Tablo 4.1. Plazmid ingalarinda kullanilacak olan primer dizileri, baglanma sicakliklari, uzunluklari,

¢ogaltmasi beklenilen fragment uzunluklari

metoda uygun olarak yapilmistir.

Primerler ticari

Primer Primer Dizisi Baglanma Sicakligi Baz
Uzunlugu
1001-1 | atgtgcgggatacgccatgaatgagacgctgcatcagegtetgg | 71.3 44
1001-2 | cgcctggecagaggagacgecgggtgcttactatattgate 69.1 40
1001-3 | gatcaatatagtaagcacccggcgtctectctgecaggeg 69.1 40
1001-4 | acgctgatgcagcgtctcattcatggegtatcccgeacatageg 71.3 44
1001-5 | atgtgcgggatacgccatgattacgcecggteggetetetetett 71.5 44
1001-6 | aggctctggcctgataccgatctaaacgggacgetgecaaagace | 71.5 45
1001-7 | ctttggcagegteecgtttagatcggtatcaggecagagecetgetg | 71.5 46
1001-8 | gagagagccgaccggcgtaatcatggegtatccegeacatage 71.2 43
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pAC-EHER plazmid DNA’s1 ve 1001-5, 1001-6 primerleri kullanilarak 2566 bp’lik
bolgenin amplifikasyonu i¢in PCR yapildi. PCR sartlart:

dH,0: 33 ul
5xHF Buffer: 10 pl
dNTPs: 1 pl
1001-5 Forward Primer: 2,5 ul
1001- 6 Reverse Primer: 2,5 ul
pAC-EHER DNA: 0,5 pl
DNA Polimeraz: 0,5 pul

Toplam Hacim: 50 pl
Thermocycler Dongii Sartlari:
Baslangi¢ Denatiirasyonu: 98 °C-30 sn
Denatiirasyon, Baglanma ve Uzama: 98 °C-10 sn, 70 °C- 25 sn, 72 °C-1 dk (30 Dongii),
Final Uzama: 72 °C-2 dk

PCR iirtinii % 1’lik agaroz jelde yiirtitiildi. Elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.4’de

gosterilmistir.

Sekil 4.4. pAC-EHER plazmid DNA’sindan 1001-5 ve 1001-6 primerleri ile 2566 bp bdlgenin PCR
iirlinliniin agaroz jeldeki goriintiisii (1), (M:Marker: Hibrigen 1 kb ladder)

e pAC-EHER Plazmidinden 6547 Bp Bolgesinin PCR ile Amplifikasyonu
pAC-EHER plazmid DNA’s1 ve 1001-3, 1001-8 primerleri kullanilarak 6547 bp’lik
bolgenin amplifikasyonu i¢in PCR yapildi. PCR sartlari:
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dH,0: 33 pul
5xHF Buffer: 10 pl
dNTPs: 1 ul
1001-3 Forward Primer: 2,5 ul
1001-8 Reverse Primer: 2,5 pl
pAC-EHER DNA: 0,5 pl
DNA Polimeraz: 0,5 pl
Toplam Hacim: 50 pl
Thermocycler Dongii Sartlari:
Baslangi¢ Denatiirasyonu: 98 °C-30 sn
Denatiirasyon, Baglanma ve Uzama: 98 °C-10 sn, 68 °C- 20 sn (35 Dongii), 72 °C-130
sn
Final Uzama: 72 °C-5 dk
PCR iirtinii % 1’lik agaroz jelde yiiritildi. Elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.5°de

gosterilmistir.

Sekil 4.5. pAC-EHER plazmid DNA’sindan 1001-3 ve 1001-8 primerleri ile 6547 bp bdlgenin PCR
iriiniiniin agaroz jeldeki goriintiisii (1,2), (M:Marker: Hibrigen 1 kb ladder)

e pAC-EHER Plazmidinden 1771 Bp Bolgesinin PCR ile Amplifikasyonu
pAC-EHER plazmid DNA’s1 ile (50 ng/ul) ve 1001-2, 1001-7 primerleri kullanilarak
1771 bp’lik crtEidi genlerini iceren bolgenin amplifikasyonu i¢in PCR yapildi. PCR

sartlar1:
5xHF Buffer: 2 ul
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dNTPs: 0.2 ul
1001-2 Forward Primer: 0,5 pul
1001-7 Reverse Primer: 0,5 pul
pAC-EHER DNA: 0,1 pnl
DNA Polimeraz: 0,1 ul
Toplam Hacim: 10 pl
Thermocycler Dongii Sartlar1:
Baslangi¢ Denatiirasyonu: 98 °C-30 sn
Denatiirasyon, Baglanma ve Uzama: 98 °C-10 sn, 70 °C-20 sn, 72 °C- 40 sn (35 Dongii)
Final Uzama: 72 °C-3 dk
PCR iiriinii % 1°lik agaroz jelde yiiriitiildii. Elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.6°da

gosterilmistir.

Sekil 4.6. pAC-EHER plazmid DNA’sindan 1001-2 ve 1001-7 primerleri ile 1771 bp bdlgenin PCR
iiriiniiniin agaroz jeldeki goriintiisii (1), (M:Marker: Hibrigen 1 kb ladder)

4.2.1. pAC-EHER-EBIidi Plazmidinin Gibson Reaksiyonu ile insasi

pAC-EHER plazmidi ile 6547 bp, 2566 bp ve 1771 bp i¢in iicer tiip PCR reaksiyonu
belirtilen sartlarda kurulmustur. 6547 bp PCR iiriinii Dpnl enzimi ile 37 °C’de 1 saat
muamele edilmistir. PCR iiriinleri % 1’lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra jelden
saflastirilarak fragmentler elde edilmistir.
2566 bp jel saflagtirma konsantrasyonu: 298,559 ng/ul
6547 bp jel saflastirma konsantrasyonu: 146,603 ng/ul
1771 bp jel saflastirma konsantrasyonu: 54,874ng/ul
Gibson Reaksiyonu Sartlart:
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2566 bp 0,5 ul
6547 bp 3,5 ul
1771 bp 1 ul
Gibson mix 15 pl
Toplam Hacim: 20 pl

Thermocycler Sartlari:
50 °C-1 Saat
12°C-
Gibson reaksiyonu {riintinin  E. coli NEB bakterisine transformasyonu
gerceklestirilmistir (Sekil 4.7). LBA+Cmys besiyerine ekilen transformasyon iiriinii 37

°C-16 saat inkiibasyona birakilmaistir.

Sekil 4.7. Gibson reaksiyonu liriiniiniin E. coli NEB bakterisine transformasyonu

4.2.2. pAC-EHER-EBIidi Plazmidinin Enzimatik Dogrulamasi

Gibson transformasyonuna ait petrilerden fenotipik olarak sar1 renkli kolonilerden
dort adet segilerek Cmysigeren LB besiyerine ekilmistir ve 37 °C-16 saat inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyondan alman kolonilerin miniprep ile plazmid DNA’s1
izolasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA’larin HindIIl ve EcoRI enzimi ile kesim

reaksiyonu gerceklestirilmistir HindIII ve EcoRI enzimi plazmidi 6567, 2672, 1523 bp
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uzunlugunda ii¢ fragmente ayirir. Enzimatik kesim reaksiyonunu agaroz jel elektroforez

ile kontrol edilir. Elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.8”de gdsterilmistir.

Sekil 4.8. pAC-EHER-EBIidi plazmidinin HindIII ve EcoRI kesim sonrasi elde edilen bantlar. Beklenen
bant biiytikliikleri: 6567, 2672,1523 bp. (M:Marker: Hibrigen 1 kb ladder MG-LDR-1000).

Secilen dort koloni ile HindIII ve EcoRI kesim sonucu beklenen fragmentleri
verdiginden stok alinmistir. Gibson insasinda enzimatik dogrulama sonucunda pozitif

kolonilerin fenotipik goriintiilenmesi Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Sekil 4.9. Gibson ingasinda enzimatik dogrulama sonucunda pozitif kolonilerin fenotipik goriintiilenmesi
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4.3. pAC-EHER-EBIidi Plazmidi Tasiyan E. coli Suslarinda Likopen Uretiminin

Incelenmesi

Kolonilerden jelde 2. kuyuda dogrulanan plazmid DNA kaynagi segcilerek
elektrokompetent hiicreleri hazirlanan farkli E. coli suslarina (E. coli NEB 10-beta, E.
coli MG1655, E. coli DH5a, E. coli DH5a-Pro, E. coli NEB-Turbo, E. coli XL1-Blue,
E. coli TOPI10, E. coli EP1300, E. coli DE3) elektroporasyon ile transformasyonu
gerceklestirilmistir ve likopen iiretiminin incelenmesi igin segici antibiyotik iceren 50
ml LB baglangi¢ kiiltiirleri 250 ml’lik erlenlerde hazirlanarak 30 °C-200 rpm’de

inkiibasyona birakilmistir.

4.3.1. Baslangi¢ Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Baslangic kiiltiirlerinin kurulmasi i¢cin pAC-EHER-EBIidi plazmidi igeren E. coli
suslarina (E.coli MG1655, E. coli NEB 10-beta, E. coli DH5a, E. coli DH5a-Pro, E.
coli NEB-Turbo, E. coli XL1-Blue, E. coli TOP10, E. coli EPI300, E.coli DE3) ait stok
kiiltiirlerden 6ze yardimiyla segici antibiyotik iceren 10 ml sivi besiyerine ekimler
yapilmistir, 37 °C-200 rpm’de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan alinan
kiiltiirlerin OD600 6l¢iimleri yapilmistir. 50 ml’de OD 0,1 olacak sekilde besiyerlerine
inokiilasyonlar yapilmistir. 30 °C-200 rpm’de 96 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondaki kiiltiirlere ait pellet goriintiisii Sekil 4.11°de verilmistir. Likopen iireten

E.coli kolonilerinin petri goriintiisii Sekil 4.10°da gosterilmistir.

Sekil 4.10. Likopen fireten E.coli kolonilerinin petri goriintiisi
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Sekil 4.11. pAC-EHER-EBIidi plazmidi igeren E. coli suslarina (1-E. coli MG1655, 2-E. coli NEB 10-
beta, 3-E. coli DH50, 4-E. coli DH50-Pro, 5-E. coli NEB-Turbo, 6-E. coli XL.1-Blue, 7-E.
coli TOP10, 8-E. coli EPI300, 9-E. coli DE3) ait hiicre pelleti goriintiileri

4.3.2. pAC-EHER-EBIidi Tasiyan E. coli Suslarindan Ekstrakte Edilen Likopenin
Spektrofotometrik Analiz ve HPLC ile Ol¢iimleri

Karotenoidlere renk veren ve karotenoidlerin tanimlanmasi, miktar tayinleri i¢in islev
goren gorlinlir bolge 151k emici kromoforunu saglayan konjuge cift bag sistemidir.
Likopen aseton ¢oziiciisinde 470 nm dalga boyunda maksimum absorpsiyon
gostermektedir. Sekil 4.12°de pAC-EHER-EBIidi igeren ve icermeyen E. coli MG1655
suslarinin 48 saatlik s1vi1 kiiltiirlerinden alinan 1 ml kiiltiiriin likopen ekstraksiyonu i¢in
santrifiij edilmesiyle elde edilen hiicre pelletlerinin goriintiisii verilmistir ve bu
pelletlerden ekstrakte edilen bu numunelerin Denovix-DS-11 FX+ ile 470 nm’de
yapilan spektorofotometrik dl¢timii Sekil 4.13te verilmistir, sekilde maksimum pik 474

nm civarinda gorilmektedir.

Sekil 4.12. pAC-EHER-EBIidi icermeyen ve iceren E. coli MG1655 Kkiiltiirlerine ait peletler
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Sekil 4.13. 48 saatlik pAC-EHER-EBIidi igeren ve igermeyen E. coli MG1655 ve E. coli NEB 10-beta

kiiltiirlerine ait ekstraksiyon tiriiniinlerinin spektrofotometrik dl¢iimiine ait grafik goriintiisii

HPLC Analizleri

E. coli kiltir oOrneklerinden likopenin ekstraksiyonu baglangi¢ kiiltiirlerinin

kurulmasiyla baslangicindan itibaren 24 saatte bir asetonla gergeklestirilmistir.

Olgiimler 3 tekrarli 2 paralel deney halinde yapilmistir ve HPLC ile dl¢iimler sonucunda

elde edilen likopen yogunluklarinin zamana bagli grafigi Sekil 4.14’te ve kiiltiirlerin

ortalama OD600 degerlerinin zamana bagl grafigi Sekil 4.15°te verilmistir.

1,2

Konsantrasyon
mg/L
o
o0

0.4 -

24. SAAT  48.SAAT  72.SAAT

Zaman

96. SAAT

= pAC-EHER-EBIidi igeren
E.coli EPI300

= pAC-EHER-EBIidi igeren
E.coli XL1

= pAC-EHER-EBIidi igeren
E.coli MG1655

= pAC-EHER-EBIidi igeren
E.coli NEB

m pAC-EHER-EBIidi igeren
E.coli DE3

= pAC-EHER-EBIidi igeren
E.coli DHS5ALFA
pAC-EHER-EBIidi igeren
E.coli DH5ALFA-TURBO
pAC-EHER-EBIidi igeren
E.coli TOP10
pAC-EHER-EBIidi igeren
E.coli DHSALFA-PRO

Sekil 4.14. Suslarin likopen konsantrasyonlarinin zamana baglh grafigi
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Sekil 4.15. Suslarin OD600 degerlerinin zamana bagl grafigi

Sekil 4.14°te elde edilen sonuglar dogrultusunda suslar arasinda dort susun (E. coli
EPI300, E. coli NEB 10-beta, E. coli DH5a-Turbo, E. coli TOP10) daha iyi likopen
irettigi goriiliirken bes susun (E. coli DE3, E. coli XL1, E. coli MG1655, E.coli DH5a-
Pro, E.coli DH50) diger suslara nazaran daha az likopen firettigi goriilmistiir. Bu
duruma suslarin farkli kullanim amaglarina uygun olarak tasarlanmasi sebebiyle sahip
olduklar1 genetik farkliliklar neden olabilmektedir. Yapilan analizler incelendiginde E.
coli EPI300, E. coli NEB 10-beta, E. coli DH5a-Turbo, E. coli TOP10 suslarinin daha

dengeli ve verimli bir likopen iireticisi oldugu gozlemlenmektedir.

4.3.3. Likopenin Farkl Besiyerlerindeki Uretimi ve HPLC ile Ol¢iimleri

Daha oOnceki yapilan sus taramasinda en yiiksek likopen iiretimini gerceklestiren
E.coli EPI300 susu farkli besi ortamlarina ekimi yapildi ve ekstraksiyon islemi 24 saatte
bir asetonla gergeklestirilmistir. HPLC ile Slgiimler sonucunda elde edilen likopen

yogunlugunun zamana bagh grafigi Sekil 4.16’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.16. E.coli EPI300 susunun farkli besiyerlerdeki likopen yogunlugunun zamana bagli grafigi

Farkli besiyeri ortamalar1 olarak TB, 2XYT, LB broth, 2XYT+ 6 gr/l Fruktoz,
2XYT+6 gr/l Glukoz, 2XYT+6 gr/l Gliserol, LB broth+6 gr/l Fruktoz, LB broth+6 gr/l

Glukoz ve LB broth+6 gt/ Gliserol olarak denenmistir. Analizler sonucu 72. saatte en

yiikksek  verimi

saglayan Dbesi

ortamlari;

2XYT+Fruktoz,

2XYT+Gliserol, TB ve LB broth oldugu goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Likopenin 6nemli bir antioksidan oldugunu, bu 6zelligini hem bitki yapisinda hem
de insan viicudunda gosterdigi bilinmektedir. Likopenin insan saglig1 lizerine etkileri
gerceklestirilen bilimsel ¢alismalarla kanitlanmig bulunmaktadir. Likopenin mikrobiyal
tretimiyle katma degeri yiiksek bilesik elde etmek ve toksik organik ¢oziiciiler
kullanilmadan insan tiiketimi i¢in uygun olan saf bir likopenin {retilmesi
amaglanmaktadir. Bu dogrultuda karotenogenik olmayan bir bakteri olan E. coli’de
likopen karotenoidinin iiretiminin amaglandigi bu ¢alismada likopen {iretimini saglayan
pAC-EHER plazmidi DNA kaynagi olarak kullanilmistir ve bu plazmidden likopen
iireten pAC-EHER-EBIidi plazmidi restriksiyon endoniikleazlar1 aracili klonlamaya
alternatif olarak oldukca kullanigl bir metod olan Gibson assembly metodu ile basariyla
olusturulmustur. pAC-EHER-EBIidi plazmidinin aktarildig1 E. coli suslarinda likopenin
pembe renginden dolay1 fenotipik olarak pembe renkli koloniler olustugu goriilmiistiir.
pAC-EHER-EBIidi plazmidinin aktarildig1 E. coli suslarindan likopenin ekstraksiyonu
asetonla yapilmistir ve ekstraksiyon sonucu likopen miktarlart HPLC ile analiz
edilmistir. pAC-EHER-EBIidi plazmidinin aktarildig1 E. coli suslar1 arasinda en yiiksek
tiretim HPLC analizleri sonucunda E. coli EPI300 susunda 72. saatte 1.189 mg/l, E. coli
NEB 10-beta susunda 72. saatte 1,168 = 073539 mg/l, E. coli DHS5a-Turbo 1,002 +
0,25173mg/1, E. coli TOP10 0,918 + 0,018385 mg/I olarak bulunmugtur. Diger suslarda
ise daha diisiik likopen iiretimi oldugu goriilmiistiir. Kiiltiirlerin ortam sartlari ve
plazmidin gen diizeni optimize edilerek likopen iiretimi artirilabilir. Endiistrinin farkli
alanlarinda bu pigmentin 6zellikle tip alaninda ne kadar degerli oldugunu goz oniinde
bulunduracak olursak, daha biiyiik ¢apl iiretimi i¢in ve endiistri uygulamalarinda daha

kolay ulasilabilir hale gelmesi i¢in ilerideki caligsmalarda gerekli adimlar atilabilir.
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EKLER

EK Sekil 1. 10 ppm likopen standardina ait HPLC kromatogrami
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EK Sekil 2. Likopen standardi ile hazirlanan kalibrasyon egrisi
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EK Sekil 3. pAC-EHER-EBIidi i¢eren E. coli EPI300 susundan ekstrakte edilen likopene ait

kromatogram

"
©
A

7

g
|

o
“
o
"
“1
%4
B

EK Sekil 4. pAC-EHER-EBIidi igeren E. coli EPI300, E. coli DH5 ALFA-TURBO, E. coli NEB ve E.

coli TOP 10 suslarinin 72.saatte ekstrakte edilen likopene ait kromatogram
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EK Sekil 5. pAC-EHER-EBIidi igeren E. coli EPI300 susunun farkli besiyerlerindeki 72.saatte ekstrakte

edilen likopene ait kromatogram
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EK Tablo 1. pAC-EHER-EBIidi igeren E. coli suslarinin OD600 degerleri

pAC-EHER-EBIidi
Aktarilan Suslar

Saate bagli OD600 degerleri

24 saat 438.saat 72.saat 96.saat
E. coli DE3 2,045 2,3956 3,0471 1,7123
E. coli DH5a 2,4357 2,7968 2,800 1.8668
E. coli DH50-Turbo 2,0754 2,6545 4,1599 4937
2,2788
E. coli DH5-Pro 19907 2,4162 | 5454
E. coli XL1-Blue 2,0124 2,4716 3,2532 1,6477
E. coli MG1655 LS 2,5976 3,1978 1,736
E. coli EPI300 1,9049 2,6008 4416 1,7643
E. coli NEB 10-beta gpn1o 2,5135 400 1,6739
E. coli TOP10 2,002 2,5135 - 17847
EK Tablo 2. HPLC ile dl¢limler sonucunda elde edilen likopen konsantrasyonu degerleri
pAC-EHER-EBIidi Zamana bagli likopen konsantrasyonlari
aktarilan Suglar
24 saat 48.saat 72.saat 96.saat
E. coli XL1-Blue 0,516 0,491 0,612 0,561
E. coli DH5a. 0,389 0.4 0,411 0,321
E. coli DH50-Pro 0,367 0,535 0,577 0,574
E. coliDH5a-Turbo 0,544 0,545 0,644 0,621
E. coli DE3 0,541 0,545 0,614 0,608
E. coli EPI300 0,691 0,699 1,123 0,984
E. coli MG1655 0,336 0,414 0.624 0,567
E. coli NEB 10-beta 0,567 0,618 1,013 1,002
E. coli TOP10 0,915 0,726 0,915 0.740
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Ek Tablo 2°de pAC-EHER EBIidi igeren dokuz E.coli susu HPLC ile analiz edilmistir.

Siirenin uzunlugundan dolay1 bu analiz sonucunda yiiksek ¢ikan dort sus ile iki tekrarl

olacak sekilde analizler yapildi ve standart sapmalar1 hesaplanmistir.

gosterilmistir.

Ek Tablo 3’de

EK Tablo 3. HPLC ile 6lgiimler sonucunda elde edilen ortalama likopen konsantrasyonu degerleri

pAC-EHER-EBIidi

Zamana bagli likopen konsantrasyonlari + standart sapma (mg/1)

aktarilan Suglar 24.saat 48.saat 72.saat 96.saat
0,776 0,883 1,002 0,773
E. coliDH5a-Turbo + + + +
0,17112 0,296985 0,25173 0,229103
1,294 1,334 1,189 1,023
E. coli EPI300 + + + +
0,226274 0,091924 0,040305 0,111016
1,079 1,127 1,168 1,018
E. coli NEB 10-beta + + + +
0,064347 0,136472 0,073539 0,013435
0,747 0,769 0,918 0,750
E. coli TOP10 + + + +
0,050912 0,030406 0,018385 0,006364

EK Tablo 4. Farkli besiyerlerinin HPLC ile 6l¢iimler sonucunda elde edilen likopen konsantrasyonu

degerleri

pAC-EHER- E. coli
EPI300 susunun
tiretildigi besi

Zamana bagli likopen konsantrasyonlari

ortamlari 24 saat 48.saat 72.saat 96.saat
LB Broth 1,03 1075 1,773 1,67
LB Broth+ Fruktoz 1,712 1923 3,042 2,933
LB Broth+ Glikoz 0,754 0,785 0,873 0,837
LB Broth+ Gliserol 0.719 0,727 0,999 0,916
2XYT 0,648 116 1,149 1,067
2XYT+ Fruktoz 1,448 1.8 3,306 2,695
2XYT+ Glukoz 0,58 0,706 0,733 0,666
2XYT+ Gliserol 1,02 1,856 2,088 1,942
TB 1,328 1,905 1,251 1,238
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