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OZET

Zeaksantin besleyici takviyeler, farmasotik, gida renklendiricileri ve hayvan yemi katki
maddesi olarak kullamimi gittikce Onem kazanan karotenoid molekiiliildiir. Bu tez
calismasinda zeaksantinin Escherichia coli bakterisinde metabolik miihendisligi yaklagimi
ile heterolog liretimi amaglanmistir. Zeaksantinin E. coli’de heterolog liretimi i¢in Gibson
Assembly metodu kullanilarak zeaksantin sentezini gercgeklestiren enzimlerin anlatimini
saglayan genleri (crtEBIYZ) igeren plazmidin (pAC-EHER-EBIidiYZ) insasi
gergeklestirilmistir. Insa edilen plazmid farkli E. coli suslarma (E. coli MG1655, E. coli
NEB 10-beta, E. coli DH50, E. coli DH5a-Pro, E. coli NEB-Turbo, E. coli XLL1-Blue, E.
coli TOP10, E. coli EPI300, E. coli DE3) aktarilmistir ve plazmid aktarilan bu suslarin sivi
kiiltiirleri hazirlanmistir. Hazirlanan sivi kiiltiirlerden zamana bagli zeaksantin {iretimi
zamana bagli zeaksantin ekstraksiyonu ve ekstraksiyon iiriinlerinin Yiiksek Performansh
Sivi Kromatografisi (HPLC) ile analizi yapilarak gerceklestirilmistir. Bu calismada, pAC-
EHER-EBIidiYZ plazmidinin aktarildig1 E. coli suslar1 arasinda 72 saatlik inkiibasyon
stiresinde HPLC analizleri yapilmistir ve en yliksek zeaksantin iiretimi E. coli MG1655
susunda 2,786+0,145 mg/l, E. coli NEB 10-beta susunda 2,757+0,102 mg/l, E. coli DH5a
susunda 2,669+0,104 mg/1 olarak 24. saatte bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Zeaksantin, Escherichia coli, Heterolog Uretim, Metabolik

Miihendisligi



SUMMARY

Zeaxanthin Production by Metabolic Engineering Approach

Zeaxanthin is a carotenoid molecule which, with time, gained particular importance in
pharmaceutical industries, as well as in food industries as food supplement, colorant and
animal food additive. The aim of this thesis was to make heterologous expression of
zeaxanthin in Escherichia coli by using metabolic engineering principles. In order to
ensure the heterologous zeaxanthin production in E. coli, the plasmid (pAC-EHER-
EBIidiYZ) carrying the genes (crtEBIYZ) which are responsible for expression of enzymes
involved in zeaxanthin biosynthesis, was assembled using the Gibson Assembly Method.
This newly constructed plasmid was transformed into different E. coli strains (E. coli
MG1655, E. coli NEB 10-beta, E. coli DHSa, E. coli DH5a-Pro, E. coli NEB-Turbo, E.
coli XLL1-Blue, E. coli TOP10, E. coli EPI300, E. coli DE3) and their liquid cultures were
prepared. From bacterial cultures which were prepared in the above manner, time-related
zeaxanthin production was measured by zeaxanthin extraction and analyzing the extraction
products with the HPLC (High Pressure Liquid Chromotography). In this study, zeaxanthin
analyses was done by HPLC in E. coli strains which were transformed with pAC-EHER-
EBIidiYZ plasmid during 72 hours incubation and at the 24th hour the highest zeaxanthin
production was found as 2,786+0,145 mg/l for E. coli MG1655 strain, 2,757+0,102 mg/1
for E. coli NEB 10-beta strain, 2,669+0,104 mg/1 for E. coli DH5a strain.

Key words: Zeaxanthin, Escherichia coli, Heterolog Production, Metabolic Engineering
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1. GIRIS

Karotenoidler, ac¢ik saridan turuncuya ve koyu kirmiziya kadar farkli renk skalasi
barindirmaktadir ve yapisal olarak oldukca cesitli dogal pigment siniflarindan birini temsil
etmektedir. Dikkat g¢ekici Ornekleri domateste bulunan kirmizi renkli likopen, havugta
bulunan turuncu renkli B-karoten, marigoldlarda bulunan sar1 renkli lutein ve zeaksantin
olarak verilebilir. Fotosentetik organizmalarda sentezlerinin yaninda bazi bakteri ve
mantarlarda da karotenoidler sentezlenmektedir. Birgok calisma ile kanserin 6nlenmesi,
bagisiklik yanitlarinin artirilmasi ve géz fonksiyonunun iyilestirilmesi dahil olmak {izere
karotenoidlerin c¢esitli saglik yararlar1 bildirilmistir. Giiniimiizde, karotenoidler besin
takviyeleri, farmasdtikler, gida renklendiricileri ve hayvan yemi katki maddeleri olarak

kullanilmaktadir [1].

Zeaksantin; kirmizi biber (Capsicum annuum), misir (Zea mays) gibi bir¢ok sebze ve
meyvede, Pantoea ananatis gibi bazi bakterilerde dogal olarak olusan bir ksantofildir.
Ksantofiller farmasétikler i¢in dnemli bilesenlerdir, ayrica gida ve yem katki maddeleridir.
Zeaksantin, kiimes hayvanlarinin pigmentasyonunda yem katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Zeaksantinin yasa bagli makula dejenerasyonunu 6nledigi bildirilmistir.
Piyasada 2:1 oraninda (saglikli bir makulada bulundugu gibi) zeaksantin ve lutein iceren
ticari diyet Uriinii bulunmaktadir. Zeaksantinin antikanserojen aktivitesi gosterilmistir ve

kanserin 6nlenmesi i¢in kullanimi arastirilmaktadir [2].

1950°de B-karotenin ilk kimyasal sentezi yayinlanmistir. Bununla birlikte, zeaksantinin
aseton, biitadien, izopren gibi kolay erisilebilir ucuz kimyasal maddelerden baslayarak
kimyasal sentezi 11 adimda gerceklesen 20 asama gerektirmektedir ve sonu¢ olarak bu
durum yiiksek tlretim maliyetlerine neden olmaktadir [2]. Karmasik yapilart nedeniyle
kimyasal sentez ile iiretimleri zor olan bu molekiiller, metabolik miihendisligi ve sentetik
biyolojinin son zamanlardaki gelismeleriyle mikrobiyal konaklarda etkin bir sekilde sentez
edilmeye baslanmistir. Rekombinant mikrobiyal suslar1 kullanan mikrobiyal biyosentez,
kimyasal senteze ¢evre dostu bir alternatifi temsil etmektedir. Escherichia coli, temel ve
uygulamali bir seviyede kapsamli sekilde ¢alisilmis ve endiistriyel uygulamalar i¢in baskin

bir konak mikroorganizma haline gelmistir. E. coli’de metabolik miihendisligi sistem



biyolojisi, sentetik biyoloji ve evrim miihendisligi alanindaki son gelismelerin entegre

kullanimiyla 6nemli 6lgiide desteklenmistir [3].

Karotenogenik mikroorganizmalar arasinda Pantoea (eski ad1 Enterobacter), zeaksantin
ve tiirevlerini iireten, iyi bilinen bir karotenogen bakteridir. Pantoea’nin karotenoid
biyosentetik yolag1 karotenogenik olmayan E. coli’de yapilandirilarak ¢esitli

karotenoidlerin sentezi i¢in kullanilmistir [4].

Bu tez calismasinda Pantoea agglomerans bakterisine ait karotenoid yolak genleri
kullanilarak E. coli’de zeaksantinin heterolog iiretimi i¢in gerekli yolagin plazmid aracili

olusturulmasiyla zeaksantin iiretimi incelenmistir.

1.1. Karotenoidler

Karotenoidler 700’den fazla sayida liyesi ile tiim fotosentetik organizmalar, bazi
fotosentetik olmayan bakteriler ve mantarlar tarafindan sentezlenen genel olarak sari ila
kirmiz1 araligindaki karakteristik renklerinden dolay1 pigment olarak kabul edilen lipofilik
yapida izoprenoid molekiilii grubudur. Herhangi bir karotenoid molekiiliiniin temel
kimyasal yapisi, molekiiliin absorpsiyon spektrumunu ve dolayisiyla rengini belirleyen bir
kromofor olarak rol alan 3 ila 15 konjuge ¢ift bagdan olusmus uzun polien zinciridir. Bu
temel yapi, genellikle karotenler (hidrokarbon karotenoidler) ve ksantofiller (oksijenlenmis
tiirevler) olarak iki alt gruba boliinmiis olduk¢a genis bir molekiil grubunu siklizasyon ve
oksijenasyon gibi c¢esitli reaksiyonlarla olusturmaktadir [5]. Karotenler, B-karoten ve o-
karoten gibi molekiiliin bir ucunda veya her iki ucunda siklize olabilen dogrusal
hidrokarbon igeren karotenoidlerdir; lutein, zeaksantin gibi ksantofil grubu karotenoidler

ise karotenlerin oksijenlenmis tiirevleridir [6].

Insanlar da dahil olmak iizere hayvanlar tarafindan karotenoidler de novo
sentezlenememektedir, bu nedenle karotenoid kaynagi olarak bitkisel gidalardan
faydalanilmaktadir [7]. Karotenoidler ve vitaminler, biyolojik sistemlerde antioksidanlar
olarak hareket eden, kanser 6nleyici ajanlar olarak en ¢ok arastirilan maddelerdendir. Insan
kan1 orneklerinde 30—40 karotenoid bulunmus olup bunlar genellikle likopen, lutein,
zeaksantin, [-kriptoksin ve [-karoten igermektedir. The European Prospective

Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC) calismasiyla 3043 kiside alt1 karotenoidin



plazma diizeyleri Ol¢iilmiis ve belirtilen ortalama seviyeleri bulunmustur: Likopen 0,43—
1,32 pmol/l, lutein 0,26—0,70 umol/l, B-karoten 0,21-0,68 umol/l, B-kriptoksantin 0,11-
0,52 pmol/l, a-karoten 0,06-0,32 umol/l, zeaksantin 0,05-0,13 pumol/l [8]. Karotenoidlerin
birgok biyolojik islevi bulunmaktadir. Karotenoidler serbest radikalleri giderir, karsinojen
metabolizmasint modiile eder, hiicre proliferasyonunu inhibe eder, hiicreler arasindaki

iletisimi uyarir ve bagisiklik yanitini artirirlar [9].

15 yillik bir zaman dilimi boyunca, karotenoidlerin serum konsantrasyonlari ile tip 2
diyabetes mellitus (T2DM) insidans1 arasindaki etkilesimleri arastiran bir ¢calismada T2DM
insidansinin sigara igmeyenlerde serum karotenoid konsantrasyonlar1 ile ters orantili
oldugu gosterilmistir [10]. Benzer bir sonug lutein, zeaksantin, likopen, o-karoten ve [-
karotenin serum konsantrasyonlarinin diyabetik deneklerde anlamli olarak daha diisiik
oldugunun gosterildigi calismada bulunmustur [11]. Bu calismalarin ¢ogu, karotenoid
alimi ile T2DM gelisme riskinin azalmasi arasinda bir iliski oldugunu bildirmektedir [12].
Cilt, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) etkilerini engelleyen, hiicre bozulmasini ve hasarini
Onleyebilen dogal olarak bulunan antioksidan maddelere sahiptir, fakat ultraviyole (UV) ile
yiiksek seviyede ROT iiretildiginde bu savunmalar yeterli koruma saglayamayabilir [12,
13]. Hiicrelerde ROT birikimine bagli olarak hiicre dliimleri meydana gelebilir, asir1 hiicre
olimii kirisiklik ve cildin kurumasiyla sonuglanabilir. ROT birikimi ayn1 zamanda kutanz
enflamasyon, melanom ve cilt kanseri gibi foto-yaslanma kosullarinda da 6nemli bir rol
oynamaktadir. Dogal pigmentler, bu problemlerin iistesinden gelmek ic¢in terapdtik
maddeler olarak kullanilabilir. Birgok tiiketici kozmetiklerinde dogal olarak iiretilmis
bilesikleri tercih ettifinden kimyasal olarak sentezlenenlerden ziyade dogal olarak
uretilmis karotenoidler i¢in artan bir kiiresel talep mevcuttur. Bu talep nedeniyle, alglerden
izole edilen dogal pigmentlerin fiyati, sentetik TUriinlerin kabaca iki katidir [13].
Karotenoidler hakkinda uzun yillar siiren arastirmalar kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
katarakt ve yasa bagli makiiler dejenerasyon dahil olmak iizere yaslanma ile iligkili
hastaliklara kars1i koruyucu bir rol oynayan bu pigmentlerin roliiniin anlasilmasini

saglamigtir [14].

Yasam tarzindaki degisimler ve niifusun artan saglik bilincinden kaynakli saglik
acisindan zengin besin takviyelerinin (protein ve vitamin bakimindan zengin bagisiklik
giiclendiricileri) talebi artmistir. Dogal {irlinler yoluyla sagligin korunmasina olan ilginin

artmasiyla karotenoidler saglik ve nutrasotik endiistrisinde genis bir uygulama alanina



sahip olmaya baglamistir. Karotenoid kullaniminin gida kalitesini iyilestirmedeki artan
Onemi, kiiresel pazardaki karotenoidlere olan talebin de artmasina neden olmustur. Kiiresel
karotenoid pazarmin 2016 yilinda yaklasik 1,24 milyar ABD dolar1 olacagi tahmin
edilirken 2016’dan 2021 yilina kadar % 3’liik bir bilesik biiyiime hizinda ~1,53 milyar
dolara ytikselecegi tahmin edilmektedir [12].

B-karoten, lutein, zeaksantin, likopen, astaksantin ve kantaksantin dahil olmak iizere
cesitli karotenoidler endiistriyel Olcekte iiretilmektedir ve gidalarda takviye olarak
kullanilmaktadir. Karotenoidler ayrica renklendirme oOzelliklerinden dolay1r gida, ilag,
kozmetik ve hayvan yemi endiistrilerinde kullanilmaktadir; yiyeceklerde ve yumurta sarist,
kabuklular, alabalik, somon, karides gibi hayvansal iiriinlerde gida renklendirici olarak
kullanilmaktadir. Ayrica kus tiiylerinin pigmentasyonuna katkida bulunmaktadirlar [15].
Karotenoidler hakkindaki calismalar oldukca kapsamli olmasina ragmen biyoyararlanimu,
metabolizmasi, biyolojik fonksiyonlar1 ve tiretimleri hakkindaki bilgilerin artigina ihtiyag

duyulmaktadir. Bu nedenle karotenoidler hakkinda yapilan ¢aligmalar gittik¢e artmaktadir.

1.1.1. Likopen

Likopen, 11 konjuge cift bag iceren ve simetrik bir yap1 ile karakterize edilen CaoHse
formiiliinde oksijenlenmemis karotenoidlerin alt grubuna ait lipofilik yapida bir
molekiildir (Sekil 1.1). Kimyasal yapist nedeniyle likopen, serbest radikallerin en iyi
biyolojik baskilayicilarindan biridir [9]. Ozellikle domates (bilesiminin yiizde sekseni),
pembe greyfurt, karpuz, papaya, guava gibi kirmizi renkli meyve ve sebzelerde bulunan
likopen pigmenti 70 yili agkin bir siiredir kapsamli bir sekilde calisilmistir. Likopen
hakkinda 2000’den fazla makale hakemli dergilerde ve 4000 diger yayin (bilimsel ve baska
sekilde) yayimlanmistir [16].

Likopen, potansiyel saglik yararlarina gore en c¢ok calisilan karotenoidlerden biridir;
bunun nedeni diger karotenoidlerin ¢ogundan daha yiiksek anti-kanser potansiyeli
sergilemesidir. Domates ve domates {iirlinlerinin tiikketimi 6zellikle prostat, akciger ve mide
gibi bir dizi farkl tipte kanserin insidansinda azalma ile iliskilendirilmistir. Tiimor hiicre
hatlar1 kullanilarak in vivo ve in vitro yapilan bazi ¢alismalarda, likopenin tiimor hiicresi

biiyiimesini dnemli dl¢giide azaltabildigi gosterilmistir [16].
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Sekil 1.1. Likopen molekiiliiniin kimyasal yapisi [9].

Genel olarak, likopenin tiimor biliylimesi veya karsinogenez lzerindeki inhibitor
etkilerine dahil olan mekanizmalar detoksifikasyon sistemlerinin yukari-regiilasyonu, ROT
temizlemesi, hiicre proliferasyonuna miidahale, hiicre dongiisii ilerlemesinin inhibisyonu
ve sinyal transdiiksiyonunun modiilasyonunu igermektedir. Likopenin antienflamatuar
aktivitesinin karsinogenezin basglamasi ve ilerlemesi {iizerindeki baskilayict etkisinde
onemli bir mekanizma oldugu disiiniilmektedir. Hiicrelerin likopen ile 24 saat
inkiibasyonu, bu karotenoidin endometriyal ve meme kanseri hiicreleri i¢in gii¢lii otokrin
mitojenler olan insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) ile indiiklenmis hiicre
cogalmasiminin inhibisyonu araciligiyla insan endometriyal, akciger ve meme kanseri
hiicrelerinin biiyiimesini engellemede a- ve f-karotenden daha etkili oldugunu gostermistir

[17].

Likopen iiretimi bitkisel kaynaklardan (6rn. domates) ve kimyasal sentezden
saglanmakla birlikte bu molekiile artan ilgiye bagl olarak daha yiiksek miktarlarda iiretim
icin alternatif metodlar gelistirilmektedir [18]. Likopenin ticari {iretimi i¢in filamentli
mantar olan Blakeslea trispora’da kullanilmaktadir. Mantarlardan elde edilen
karotenoidlerin biiyiik 6lgekli sanayi liretimi metabolik uyaricilara ve inhibitérlere yanitlari
ile misel biliylime oranindan dolay1 avantajlidir, fakat son yillarda heterolog iiretim ile
karotenoidlerin biyoteknolojik tiretimi daha cazip hale gelmistir [19]. Cesitli avantajlari
nedeniyle Saccharomyces cerevisiae ve E. coli’de likopenin heterolog {iretimi i¢in basarili

calismalar gerceklestirilmistir [20, 21].



1.1.2. Beta-karoten

C40Hse kimyasal formiiliine sahip ve molekiil agirlig1 536.88 olan B-karoten oldukca
onemli biyoaktif 6zelliklere sahip karotenlerden biridir (Sekil 1.2) [22]. B-karoten insan
beslenmesinde bol miktarda ve kan dahil tiim insan dokularinda bulunan karotenoid
bilesigidir. Yiiksek biyoaktivitesi nedeniyle tipta yaygin olarak kullanilmaktadir. f-
karotenin insan viicudundaki sayisiz fonksiyonlar1 arasinda en Onemlilerinden biri
embriyonik gelismeyi, dogru biiylimeyi ve gérmeyi etkileyen provitamin A kaynagi ile
ilgilidir [23]. Provitamin A karotenoidlerinden olan [B-karoten gibi karotenoidler goz
fonksiyonu i¢in O6nemli olan retinoidin Onciilleridir ve provitamin A karotenoidler, A
vitamininin ana besin kaynagidir. Vitamin A eksikligi cocuklukta korliige yol agmakta ve
ozellikle gelismekte olan iilkelerde ¢ocuklarda morbiditeyi artirmaktadir [24]. B-karoten,
antikanser ve antioksidan oOzellikler de sergilemektedir. Yiiksek biyoaktivitesiyle [-
karoten, degerli bir gida katki maddesi olmasinin yaninda renklendirme 6zelligi sayesinde
endiistriyel 6neme de sahip olmaktadir. PB-karoten gida endiistrisinde bir¢cok {iriinde
turuncu-kirmizi bir pigment olarak kullanilmaktadir. Ilag endiistrisinde, tabletler icin bir
renklendirme maddesi olarak gorev yapmaktadir; kozmetik endiistrisinde, cilt lezyonlarini
oksidasyona ve UV ismlara karsi koruyan kremlerin biyoaktif bir bileseni olarak
kullanilmaktadir. B-karotenin yiiksek biyoaktivitesi ve ¢esitli endiistrilerdeki yaygin

kullanimu, iiretim yontemlerinin gelisimini etkilemektedir [23].

Karotenoidlerin antiproliferatif etkileri, bircok tiimdr ve hiicre hattinda gosterilmistir. 3-
karotenin MCF-7 meme kanseri ve H1299 akciger kanseri hiicrelerinin biiylimesini
baskiladig1, apoptozisini indiikledigi; B-karoten, astaksantin, kapsantin, biksinin apoptozisi
indiikleyerek ve hiicre dongiisii ilerlemesini etkileyerek K562 hiicrelerinin
proliferasyonunu baskiladig1r gosterilmistir. Yapilan caligmada, likopen ve [B-karotenin
ESCC (6zefagus skuamoz hiicreli karsinom) hiicrelerinde gii¢lii anti-proliferatif ajanlar
olarak hareket edebildigi ve Ozofagus kanserinde diyet veya takviye stratejileri ile

gelecekteki terapotik miidahaleler hakkinda yeni bilgiler sunacagi dngoriilmiistiir [25].
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Sekil 1.2. Beta-karoten molekiiliiniin kimyasal yapisi [9].

Beyaz adipoz dokuda artan oksidatif stres, obezite ile iligkili bozukluklarin
patogenezine baghdir. Kismen bu olaya adipositler tarafindan {iretilen ve salinan
adipokinler aracilik eder. Adipoz doku tarafindan liretilen yiiksek oksidatif stres seviyesi
bagisiklik sistemi hiicrelerini toplayan ve daha koétii lokal iltihaplanmaya neden olan NF-
KB, AP-1 ve STAT3 gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu yoluyla bazi pro-
enflamatuar adipokinlerin ekspresyonuna yol agmaktadir. Bu nedenle, adiposit tiirevli
oksidatif stresin ve/veya enflamasyonun baskilanmasi, diyabet ve obezite ile iliskili
bozukluklar dahil olmak tizere enflamatuar komplikasyonlarin 6nlenmesi icin terapétik bir
hedef olarak diisiiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, 3T3-L1 adipositlerinde B-karotenin
anti-enflamatuar etkisinin oldugu gosterilmistir [26]. Sonug¢ olarak B-karoten takviyesi
adipoz doku kaynakli enflamasyon, enflamatuar komplikasyonlarin1 6nleyebilir ve inhibe
edebilir. Sonuclara benzer sekilde, antioksidan Ozelliklere sahip bir karotenoid olan
likopenin NF-KB yolunu modiile ederek 3T3-L1 hiicrelerinde TNF-a ile indiiklenen
enflamasyonu baskiladig1 gosterilmistir [27]. Karotenoidlerin anti-enflamatuar etkisi
birgok in vitro ve in vivo modelde kanitlandigi gibi antioksidan etkisine baglanabilir.
Elektrofilik gruplar igeren bazi1 karotenoidlerin, aktivasyonlarini inhibe etmek i¢cin NF-KB
alt birimlerinin sistein kalintilar1 ile dogrudan etkilestigi one siiriildiiginden, ROT lar1
temizlemenin yan1 sira enflamatuar aracilar {izerinde dogrudan etkisinin oldugu
diisiiniilmektedir. Klinik caligsmalar, daha yiiksek oranda karotenoid tiikketiminin obezite ile
iliskili daha diisiik enflamasyon diizeyleriyle baglantili oldugunu gostermistir. Ayrica,
yakin zamanda yapilan bagka bir calismada obez gruplarin adipositlerindeki B-karoten
konsantrasyonunun obez olmayan gruplarin adipositlerine kiyasla anlamli diizeyde daha
diisiik oldugu bildirilmistir [26]. Bu nedenle, olumsuz saglik sonug¢larinin énlenmesi i¢in
obez populasyon icin gida veya takviye yoluyla yeterli miktarda B-karoten alinmasi

Onemlidir [26].



Radyasyon ve bazi kimyasal ajanlar, genomik instabiliteye neden olan ve kanser
olusumunu aktive eden DNA lezyonlarini indiiklemektedir. Bu mutajenlere maruziyet,
ROT homeostazini bozarak DNA hasarimi artiran ROT’larin asir1 iiretimine neden
olmaktadir. Modern diinyada bu tiir zararli radyasyona maruz kalma orani daha sik hale
gelmistir. Yaygin olarak tiiketilen meyveler, sebzeler ve igeceklerden elde edilen kimyasal
Onleyici fitokimyasallar, farkli mekanizmalarla antimutajenik ve/veya antioksidan
aktivitesi sergilemektedir. Fitokimyasallarin en yaygin radyokoruyucu etkisi, mutajenlere
maruz kalma sirasinda olusan serbest radikallerin temizlenmesi; katalaz, glutatyon S-
transferaz gibi antioksidan enzimlerin mRNA’larinin asir1 ekspresyonuyla oksidatif stres
ve DNA hasarindan hiicrelerin kurtarilmasini i¢cermektedir. Calismalar, B-karoten’in y-
radyasyon ve UV radyasyonlari da dahil olmak iizere radyasyona bagli DNA hasarini
onemli ol¢iide azalttigin1 gostermektedir. B-karoten’in kromozomal hasara, mikroniikleus

ve lipit peroksidasyonuna kars1 koruma sagladig: bildirilmistir [28].

Tiiketiciler tarafindan renk, gidalarin kalitesi ve giivenliginin bir gostergesi olarak
goriilmektedir. Islenmis gidalarin {iriin gesitlerinin farkli tonlarla cekici bir sekilde renkli
olmasi istenmektedir. Sentetik boyalar, gorlinlimlerini iyilestirmek ve daha ¢ekici hale
getirmek i¢in gidalara eklenmektedir. Ancak, bu boyalar duyarlilik ve karsinojenisite gibi
saglik sorunlartyla sonuglanabilmektedir. Bu nedenle, daha saglikli olmasi sebebiyle en
yaygin dogal kaynakli gida renklendirici olarak genis konjuge cift bag dizisi ile giiclii bir
kirmizi-turuncu renge sahip olan B-karoten (E160a, gida katki maddesi kodu) gibi dogal
renklendiriciler tercih edilmektedir [29]. Her ne kadar B-karoten, esas olarak kimyasal
sentezle saglansa da, bu bilesigin Neurospora crassa mantari, Candida utilis ve
Saccharomyces cerevisiae mayalarl, FEscherichia coli gibi mikroorganizmalarda

sentezlenmesine biiyiik ilgi gosterilmektedir [30].

1.1.3. Zeaksantin

Zeaksantin bazi bitkiler, bakteriler ve algler tarafindan sentezlenen ksantofil sinifi, sari
renkli, C49Hs60, formiiliine sahip bir karotenoid molekiiliidiir (Sekil 1.3) [31]. Zeaksantin
568.88 daltonluk bir molekiiler agirliga sahiptir ve CAS numaras: 144-68-3’diir.
Zeaksantinin ~ kimyasal adi  (all-E)-1,1'-(3,7,12,16-tetrametil-1,3,5,7,9,11,13,15,17-

oktadekanonaien-1,18'-diyl)bis[2,6,6-trimetilsikloheksen-3-ol]’dliir ve es anlamlilar



sunlardir: 3R,3'R-f,f-karoten-3,3'-diol; all-trans-B-karoten-3,3'-diol; (3R, 3'R) dihidroksi-

B-karoten; zeaxanthol; ve anchovyxanthin [32].

Yasa bagli makula dejenerasyonu (AMD), retinanin merkezi bolgesinde ilerleyici ve
dejeneratif bir hastalik olup ciddi gérme bozuklugu ile sonuglanmaktadir. Ozellikle
gelismis iilkelerde 50 yas iistii insanlar arasinda geri doniisiimsiiz gérme kaybinin énemli
bir nedenidir. Niifusun ortalama yas1 arttik¢a sonraki 30 ila 40 yil i¢inde diinyada AMD
hastalariin sayisinin 60 ila 75 milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir. AMD’nin patojenik
mekanizmasi tam tanimlanmamistir. Baglayan oksidatif hasar ve makula pigmentinin (MP)
azalmasinin bu hastaliga neden olan mekanizmalar oldugu disiiniilmektedir. MP’nin
bilesenleri lutein, zeaksantin, mezo-zeaksantindir ve yapilan bir calismada lutein,
zeaksantin, meso zeaksantin desteginin erken AMD hastalarinda makuler pigment optik
dansitesini artirabildigini gostermistir. Bu nedenle, karotenoidler acisindan zengin ek
besinlerin giinliik alim1 erken AMD riskini azaltabilir [33]. Bu karotenoidlerin bir diger
onemli rolii serbest oksijen radikalleri tarafindan olusan 151k kaynakli oksidatif strese karsi

koruma saglayarak makulada bulunan fotoreseptorlerin korunmasini saglamalaridir [34].

Lutein ve zeaksantin, retinadaki iki ksantofil karotenoid olmasinin yaninda her ikisi de
insan cildinde Onemli miktarda bulunmaktadir. Gozlerde oldugu gibi ciltte de bu
karotenoidler, zararli mavi dalga boylarin1 ve serbest radikal hasarini Onlemek igin
antioksidanlar olarak gorev yapmaktadir. 10 mg lutein ve 2 mg zeaksantin izomerleri
iceren giinliikk oral takviyesinin degerlendirildigi bir caligmada 12 hafta i¢cinde ortalama
minimal eritem doz degerinin arttig1 ve cilt tonunun, parlakliginin, renginin 6nemli dlciide
tyilestigi sonucuna ulasilmistir. Diger ¢aligmalar, lutein ve zeaksantinin keratinositleri UV
radyasyonu ile indiiklenen erken yaslanmadan korudugunu, matriks metalloproteazlari
inhibe ederek ekstraselliller matriks bozunmasini durdurdugunu ve deride lipid
peroksidasyonunu azalttigin1 gostermistir. Bu c¢alismalar, lutein ve zeaksantinin oral
takviyesi, topikal uygulama veya her ikisinin birlikte uygulanmasi ile ciltte yararl etkileri
icin degerlendirebilecegini gostermektedir [35]. Ayrica, lutein ve zeaksantinin diyetle

yiiksek miktarda alimi ile deri kanseri insidansinin diismesi iliskilendirilmistir [17].
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Sekil 1.3. Zeaksantin molekdiliiniin kimyasal yapis1 [9].

Zeaksantinin antidiyabetik aktivitelerinin yliksek yagli, yiiksek silikrozlu diyet,
streptozotosin ile indiiklenen diyabetik sigan modeli kullanilarak arastirildigi calismada
zeaksantinin, azaltilmig viicut agirligi ve artirllmig aclik kan sekerini giiclii bir sekilde
normalize ettigi; hipoglisemik, hipolipidemik, antidiyabetik nefritik etkiler trettigi ve
T2DM adjuvan tedavisine aday olarak desteklenmesi icin deneysel kanit sagladigi

gosterilmistir [36].

Sentetik pigmentlerde goriilen toksik etkiler nedeniyle dogal pigmentlerin iiretimi gida,
ilag, kozmetik, tekstil gibi alanlarda giderek artan bir 6neme sahip olmaktadir ve
zeaksantinin toksik ve mutajenik etkilerinin olmamas1 gida maddeleri ve kozmetik
iiriinlerin renklendirilmesinde kullanilabilen dogal bir pigment olmasini1 saglamaktadir
[37]. Zeaksantin, bir gida ve yem katki maddesi olarak baliklar (et i¢in renk artig1) ve
kiimes hayvanlart (yumurta saris1 ve deri pigmentasyonu) i¢in kullanilmaktadir [38].
Avrupa Birligi’nde zeaksantin (E 161h), kiimes hayvanlarinda pigmentasyon amaclh gida

katk1 maddesi olarak kullanilmaktadir [2].

Dogal zeaksantin sar1 renkli misir, mango, pembe greyfurt, kayisi, seftali, kavun,
avokado, marigold cicekleri gibi sebze ve meyvelerden elde edilebilir. Kimyasal olarak
sentezlenen zeaksantin piyasada agirlikli olarak bulunsa da diisiik aktivitesi nedeniyle gida
katki maddesi veya farmasotik olarak degil, bir pigment olarak kullanilmaktadir [38].
Flavobactrium  sp.,  Erwinia  herbicola, =~ Mesoflavibacter  zeaxanthinifaciens,
Zeaxanthinibacter enoshimensis, Muricauda lutaonensis bakterileri ve Dunaliella salina,
Chlorella saccharophila, Neospongiococcum, Microcystis aeruginosa algleri dogal
zeaksantin lreticisi mikroorganizmalar olarak alternatif bir zeaksantin kaynagidirlar [32,
39]. Ayrica son yillarda zeaksantinin S. cerevisiae mayalar, E. coli gibi

mikroorganizmalarda sentezlenmesine biiylik ilgi gosterilmektedir.
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1.2. Metabolik Miihendisligi

Metabolik miihendisligi, genetik miihendisligi ve molekiiler biyoloji uygulamalarinin
yogun bir gelisme, arastirma siirecinin ardindan 1990’11 yillarin basinda ortaya ¢ikmustir.
Bu siireci takiben rekombinant teknoloji kullanilarak kimyasallarin, farmasétik iiriinlerin
asir1 Uretimi amaciyla metabolik yolaklarin diizenlenmesi olarak tanimlanmistir. Genetik
miithendisligi yontemlerini kapsamli bir sekilde kullanmasina ragmen metabolik
miithendisligi zamanla bu iki alan1 farklilastiran Ozelliklere sahip olmustur. Metabolik
miihendisligi bireysel gen ve enzimlerin aksine entegre metabolik yolaklarin ve genetik
diizenleyici aglarin arastirilmasi {iizerine odaklanmigstir. Sentetik biyoloji ve sistem
biyolojisi tekniklerinin de bu alanda kullanilmasiyla metabolik miihendisligi terimi

giiniimiizde oldukca genis bir kapsama ulagmistir [40].

Sentetik biyoloji biyoloji, kimya, bilgisayar bilimi, miihendislik bilgilerini ve
tekniklerini birlestirerek yeni sentetik sistemler olusturmak igin genetik parcalar
kullanmaya odaklanan disiplinler arasi bir alandir [41, 42]. Sentetik biyoloji yeni
biyomolekiiler bilesenleri, aglari, yolaklar1 tasarlamak ve insa etmek i¢in miihendislerle
biyologlari bir araya getirmektedir ve bu yapilar1 organizmalar1 yeniden programlamak i¢in
kullanmaktadir [43]. Sentetik biyoloji basligi 1980’lerde literatiirde rekombinant DNA
teknolojisi  kullanilarak genetik olarak degistirilmis bakterileri tanimlamak icin
kullanmilmistir. Bu bakteriler, insan miidahalesi ile yani sentetik olarak degistirilen canl
sistemlerdir. 2000’lerde sentetik biyoloji terimi, canli sistemlerde islev goren dogal
olmayan organik molekiillerin sentezini tanimlamak icin daha genis anlamiyla
organizmalarda yagami yeniden tasarlama cabalarina atifta bulunularak kullanilmistir [44].
Sentetik biyolojinin son 15 yildaki hizli gelisimi, DNA dizilerinin miihendisligine, genetik
devrelerin tasarlanmasina, genomlarin sentezlenmesine ve hatta hiicre akibetinin yeniden
programlamasina imkan saglamistir. Bu gen¢ ve yeni ortaya ¢ikan alan biyoenerji,
biyofarmasoétikler, biyoremediyasyon ve rejeneratif tip da dahil olmak iizere c¢esitli

uygulama alanlarinda biiyiik potansiyel gostermistir [45].

Sentetik biyoloji ve metabolik miihendisligindeki gelismeler yakitlar, kimyasallar ve
yenilenebilir hammaddelerden {iretilen ilaclar da dahil olmak iizere biyo-bazli ekonomi
icin biiyiik bir gelecek yaratmaktadir. Cesitli miktarlarda iiriin liretmek i¢in yolak genleri

basarili bir sekilde ifade edilebilmektedir, ancak titre, oran ve verim optimize edilene kadar
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maliyete uygun bir islem gerceklestirilememektedir. Dolayisiyla birkag ay iginde islevsel
bir yolak olusturulabilse de ticari bir siireci destekleyebilecegi noktaya kadar gelistirmek
daha uzun siirebilmektedir. Bu durum, metabolik miihendisliginde yolak tasarimi, insas1 ve
optimizasyonunu hedef alan temel unsurlarin 6nemini gostermektedir [46]. Bu temel
unsurlarin iyilestirilmesinde genomik bilgilerin, veritabanli bilgi birikiminin artmasindan

molekiiler ve genetik tekniklerin gelismesine kadar birgok faktor etkili olmustur.

Sekonder metabolitler bitkiler, bakteriler, mantarlar ve diger organizmalar tarafindan
sentezlenen, yasam ic¢in gerekli olmayan ancak iiretici organizmaya evrimsel avantaj
saglayan molekiillerdir. Sekonder metabolitler yapisal olarak biiyiikk bir ¢esitlilik
gostermektedir ve oldukca genis biyolojik aktivitelere sahiptir. Bu biyolojik aktiviteler
cesitli endiistriyel ve farmasotik uygulamalarda sekonder metabolitlerin kullanilmasini
saglamaktadir ve metabolik miihendisligi bu degerli molekiillerin verimli iiretimleri i¢in
giiclii stratejiler sunmaktadir. Bakteriyel genomlarin biyosentetik potansiyelinin farmasétik
uygulamalardan tarima kadar c¢esitli alanlarda sekonder metabolitler de dahil olmak iizere
yiizbinlerce karmasik molekiilii iiretmek i¢in uygun oldugu bilinmektedir [47, 48]. Bu
molekiillerin dogal iireticisindeki sentezi karmasik genetik sistemler araciligiyla kontrol
edilen birgok gen tarafindan gerceklestirilmektedir. Sentetik biyolojide yer alan DNA
diizenleme teknolojileri, hassas gen ifadesi i¢in genetik pargalar, sentetik diizenleyici
devreler, bilgisayar destekli tasarim ve multipleks genom miihendisligi gibi alanlarin
metabolik miihendisligindeki uygulamalari, istenilen {irline yalnizca dizi bilgisine

dayanarak erisilebilen bir doneme gecisi saglamaktadir [47].

1.2.1. Mikrobiyal Metabolik Miihendisliginde Tasarimsal Siirecler

Mikroorganizmalar gida ve farmasotik endiistrileri i¢in kullanilabilirliginin kanitlandig,
istenen Uriinlerin biyosentezi i¢in yararli platformlardir. Mikroorganizmalar ucuz karbon
kaynaklarinda hizli bir sekilde biiyiirler, kiiltiir bliyilikliigii tiretimi biiyiitmek i¢in kolayca
artirilabilir ve mikroorganizmalarin dogal metabolik yolaklarindan 6nemli bilesikler elde
etmek i¢in faydalanilabilir [49]. Mikrobiyal iiretimin ilk uygulamalar1 amino asitler,
alkoller, organik asitler, yag asitleri veya antibiyotikler gibi dogal metabolitlerle
simirlanmistir. Genetik ve metabolik miihendisligin gelisimi biyoyakitlar, farmasdtikler,

biyopolimerler, 6zel kimyasallar dahil olmak {izere ¢ok sayida ve cesitli molekiillerin
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tiretimini miimkiin kilmistir. Tanimi geregi metabolik miihendisligi, endojen ve/veya
heterolog enzim aktivitelerinin degistirilmesi, istenen molekiillerin biyosentezini veya
biyokatalizini elde etmek i¢in hiicresel metabolizmanin ingasini, yeniden yonlendirilmesini
ve maniplilasyonunu iceren alandir. Dolayisiyla hedef iirlin i¢in mikrobiyal fabrika olarak
da tanimlanan hiicrelerin tasarimi, bu iirliniin sentezinde yer alan metabolik reaksiyonlarin,
metabolik verimi etkileyen diizenleyici elemanlarin ve hiicresel metabolizmadaki

baglantilarin analizini gerektirmektedir [50].

Metabolik miihendisligi i¢in degerlendirilmesi gereken faktorler sunlardir: Substrat alim
hizinin artirilmasi ve g¢oklu karbon kaynaklarinin birlikte tiiketilmesi (hedef metabolit
tretim hizinin artirilmast igin); E. coli, S. cerevisiae, Corynebacterium glutamicum,
Bacillus subtilis gibi uygun konak organizmalarin se¢imi; mevcut karbon kaynagundan
hedef metabolite kadar olan metabolik yolagin ilgili konakta analizi, rekombinant DNA
teknolojisi ile heterolog yolaklarin yapilandirilabilirligi; istenmeyen yan {iriinlere olan
metabolik akisin indirgenmesi; Onclil metabolit iiretiminin gerekli kofaktor iiretimi ile
birlikte gelistirilmesi; hedef metaboliti ekstraselliller ortama vermek i¢in hiicresel
tastyicilarin - modiilasyonu; metabolik regiilasyon mekanizmasinin hem enzimlerin
allosterik regiilasyonu hem de global regiilatorler tarafindan transkripsiyonel diizenlemeyle
anlasilmasi; istenen yolaklar ve konak organizma ig¢in giivenilir, duyarli genetik kontrol
sistemi, sec¢ilen yolaklar1 kapatmak i¢in yontemler; verimi, titreleri ve iiretkenlikleri en iist
diizeye cikarmak icin etkili yontemlerin denenmesi [51]. Bu tasarimsal kararlar; istenen
iirtinii veren reaksiyonun biyolojik kosullar altinda termodinamiksel olarak ger¢eklesebilir
olmasi, aktarilan genin konakta ifade edilebilir olmas1 ve gen iiriiniiniin islevsel olmasi,
iiriin veya ara metabolitlerin konak i¢in toksik olmamas1 faktorleri nedeniyle dnemlidir.

[52].

Konak Mikroorganizma Se¢imi

Metabolik miihendisligi kavrami olarak konak sus bir miihendislik yapisini olusturmak
lizere bir araya getirilen diger bilesenlerin eklenmesini destekleyen fiziksel bir i¢ gerceve
veya yapi olarak diisiiniilmektedir [53]. Dogal iiretici susta verimi artirmak i¢in metabolik
miihendisligi manipiilasyonlar1 uzun bir ge¢mise sahiptir ve genetik olarak manipiile

edilebildigi siirece dogal treticinin miihendisligi uygulanabilir bir secenektir. Bir diger
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secenek gerekli metabolik yolagin yeni bir konakta yapilandirilmasidir. Bircok dogal
iretici organizmanin Kkiiltiiri veya manipiilasyonu zor olmakla birlikte heterolog
ekspresyon genetik olarak manipiile edilebilen, giivenli ve ucuz Kkiiltiirlenmeye uygun
konak sus kullanimina izin vermektedir [48]. Sentetik biyoloji agisindan bakildiginda, sus
tasariminin  metabolik ortam, enerji kaynaklari, transkripsiyon ve translasyon
mekanizmalarinin saglanmasi1 da dahil olmak iizere diger asgari hiicresel islevlerin yan
sira sentetik bir sistemin yiriitilmesini saglayan bir ara¢ oldugu anlasilmaya
calisilmaktadir. Bu nedenle sus se¢imi, Ozellikle sus sentetik bir sistemin davranigini ve
islevini dogrudan etkileyeceginden kritik bir tasarim kararidir. Konak sus mevcut olan
biyolojik pargalarla uyumlu olmasi gerektiginden hangi biyopargalarin kullanilabilecegini
belirlemektedir. Sus, ortogonalitesini optimize eden ve yiikii azaltan gen nakavtlariyla ya
da kodon optimizasyonu yoluyla tasarlanabilir. Konak se¢imi herhangi bir sentetik sistem
icin alt tasarim kosullarini belirlemektedir ve se¢im stratejisinin uygun oldugunu rasyonel
hale getirmek i¢in her bir stratejinin avantajlarinin dikkate alinmasi dnemlidir. Bir sus ile
ilgili ayrintili biyolojik bilgiye erisim, modelleme cabalarina ve metabolik yiik veya akis
etkileriyle basa c¢ikmak i¢in optimizasyon stratejilerinin uygulanmasina yardimci

olmaktadir [53].

Biyosentetik iiretim i¢in mikrobiyal konak se¢imi organizmanin kullanim uygunluguna
baglidir. Kolayca kiiltiirlenebilen, bilinen bir genom dizisine sahip, genetik manipiilasyona
uygun ve metabolik yolaklari anlasilmis bir mikroorganizma se¢imi gerekmektedir. Bu
anlamda en sik kullanilan model organizmalar E. coli ve S. cerevisiae bu kriterleri
karsilamaktadir ve {iriin verimini artirmak i¢in ¢esitli yeniden programlama stratejileri igin
uygundur [49]. Yaygin olarak kullanilan bazi konak mikroorganizmalar ve 6zellikleri

Tablo 1.1°de verilmistir.

E. coli, endiistriyel biyoteknoloji i¢in olduk¢a dnemli bir mikroorganizmadir. Yaklasik
ceyrek asir oncesinde olduk¢a 6nemli uygulamalarla E. coli’de amino asit L-treoninin agiri
iretimi ve insan insiilininin ilk rekombinant sentezi gerceklestirilmistir. Sistem biyolojisi
ve sentetik metabolik miithendisligi, konak miihendisligini bir tasarim bilimine yiikseltmis
ve dikkate deger sentetik Ozelliklere sahip suslar iiretmistir. Gelisim ayni zamanda,
endistriyel biyoteknolojinin en degerli pazarlar1 olan terapétikler, prebiyotikler,
nutrasotikler, pigmentler gibi lstliin 6zelliklere ve yiiksek degerlere sahip molekiillere

basartyla uygulanmistir. E. coli’nin rekombinant suslar1 mikroorganizma, bitki, mantar ve
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hayvan kokenli kompleks sekonder metabolitlerin yani sira spesifik biyo-polimerler igin
hiicre fabrikalarina basarili bir sekilde doniistiiriilmiistiir. Boylece daha once sadece dogal
kaynaklarindan ayrintili proseslerle elde edilebilen bir {iriin yelpazesine erigim
saglanmistir. E. coli ile heterolog iiretim; patojenler, kiiltiire alinmasi zor organizmalar,
daha yiiksek bitki ve hayvanlar tarafindan dogal olarak {iiretilen molekiiller i¢in giivenilir
bir konak olarak da bilinmektedir. E. coli genomu, endiistriyel {iretim amaglar1 i¢in cazip
Ozellikler sunan, zengin bir yolak repertuari icermektedir. E. coli’nin ¢esitli suslari,
metabolik ¢ok yonliliiglinlin yan1 sira hizli biiylime oranma sahiptir [50, 54, 55].
Gilinitimiizde, genetik miihendisligi i¢cin genis bir molekiiler ara¢ seti E. coli’nin iirlin
cesitliliginin geleneksel tiriinlerin ¢ok dtesinde etkileyici bir sekilde genislemesini saglayan

metabolik yolaklarin hedeflenen modifikasyonuna izin vermektedir [55].

Tablo 1.1. Metabolik miihendisliginde kullanilan baz1 konak mikroorganizmalar ve 6zellikleri [54].

Organizma Olumlu/olumsuz 6zellikleri
Clostridium sp. Gen nakavt ve yliksek ekspresyon teknikleri miimkiin
fakat biiyiimesi ve miihendislik kosullar1 zor olabilir.
Biiyiimeyi siirdiirmek igin lignoseliiloz ve CO, de dahil
olmak iizere ¢ok cesitli kompleks substratlar1 kullanma
becerisine sahiptir.

Corynebacterium Kokl bir endiistriyel atdlyedir, islenmesi i¢in genetik
glutamicum araclar kullanilabilir.
Escherichia coli En iyi tanimlanmis prokaryot organizmadir, endiistriyel

sektorde genis Ol¢iide kullanilmaktadir. Uygun genomik
araclar ve sistem biyolojisi veri setleri yaygin olarak

mevcuttur.

Myxococcus xanthus Mikozobakteri, poliketid ve deltaproteobakteri sentez
yolaklar1 i¢in etkin bir konaktir.

Pseudomonas putida Kolay kiiltiirlenebilme, iyi tanimlanmis transformasyon

teknikleri, hizli biiylime 6zelliklerine sahiptir. Homolog
rekombinasyon ve post-translasyonel modifikasyonlar
yapabilen; E. coli ile degistirilebilir genetik elementlere
sahip bir organizmadir.

Saccharomyces cerevisiae Iyi karakterize edilmistir ve endiistride yaygin olarak
kullanilmaktadir. Genomik araglar ve sistem biyolojisi
veri setleri yaygin olarak bulunmaktadir. Anaerobik
fermantasyonda zorluklar goriilmektedir.
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Yolak Yapilandirmast

Konak hiicrenin miihendisligi, metabolit {iretimini hedefleyen mikrobiyal platformlarin
tasarlanmasi i¢in giiclii bir ara¢ olarak ortaya ¢ikmistir. Bu alandaki biiyiik basarilar
arasinda izoprenoidler, sikimik asit, izobutanol, amino asitler, artemisin, likopen ve bir¢cok
metabolitin iiretimi bulunmaktadir. Temel amag, bu metabolitlerin biyosentez yolagini
olustururken yolaktaki bircok adimi1 miihendislik yaparak yeniden tasarlamak olmustur. Bu
ama¢ i¢in gen insersiyonu ve delesyonu, promotor miihendisligi, kritik genlerin
ekspresyonunu artirma, enzim miihendisligi gibi birgok teknik birlestirilmistir. Uriine
giden metabolit akisim1 bir yolak boyunca gii¢lendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan
stratejiler arasinda yolaktaki hiz smirlayict basamaklardan akisin artirilmasi, onciil
miktarini artirmak, yan irlin olusumuna neden olan dallanmig yolaklar1 engellemek ve
yolaktaki geri bildirim kontrollerini kaldirmak sayilabilir (Sekil 1.4) [56]. Ornegin, E.
coli’de glukozdan 1,3-propandiol {iretimi igin yapilan miihendislik c¢alismalart iiriin
verimini artirmigtir. Dogal olarak gliserolden iiretilen bu bilesigin sentezinde gliserol dnce
gliserol dehidrataz ile 3-hidroksipropionik asite daha sonra bir oksidorediiktaz ile 1,3-
propandiole doniistiiriilmektedir.  Glukozdan {iretimi kolaylastirmak i¢in rasyonel
yaklasimlarin  bir kombinasyonu uygulanmistir. Ilk olarak, gliserolin merkez
metabolizmaya yeniden katilmasini Onlemek i¢in verimi azaltan reaksiyonlarm yok
edilmesi gerceklestirilmistir. ikinci olarak, glukoz fosfotransferaz sistemi kaldirilmistir. Bu
sistem PEP-bagimlidir ve ATP temelli alternatiften daha az enerjiktir. Son olarak,
ekspresyon seviyesi degisimi i¢in birka¢ farkli enzim kullanilmistir. Bu modifikasyonlarla

birlikte iiretilen 1,3-propandiol miktar1 3.5 g/l iken %51 verimle 135 g/I’ye ulasmistir [46].

Biyosentetik yolak miihendisliginin temel zorlugu mikrobiyal konakta istenen
bilesiklerin optimize iretkenligi i¢cin bir¢ok heterolog yolak enzim seviyelerinin ve
aktivitelerinin dengelenmesindedir [42]. Bu enzimlerin sentezlenmesindeki dengesizlik,
toksik ara triinlerin birikimi ve hiicre biliylimesi inhibisyonu nedeniyle {irlin veriminin
diismesiyle sonuglanir [57]. Yolak optimizasyonu enzimlerin yeterli ekspresyonunu
saglamak ve bunu yaparken konaga asir1 metabolik yiik koymamak, yolak akisini optimize
etmek i¢in gereklidir. Sentetik biyoloji, yolak yapimini ve optimizasyonunu destekleyen

yeni teknikler saglayarak biyosentez yeteneklerinde ilerlemeler saglamaktadir.

16



Geri bildirim

Prekiirsor miktarimin kontrollerinin kapatilmasi

artirilmasi

= X

A—B=—0—0 —&

Hiz siirlayia
adimlarin Yarismaci yolaklarmm
iiclendirilmesi kapatilmas1

Sekil 1.4. Yolak akisinin optimizasyonu i¢in metabolik mithendisligi stratejileri [56].

Bir metabolik yolagin optimize edilmesi i¢in enzimlerin ifadesinin dengelenmesi temel
faktor olarak goriilmektedir. Enzimlerin ekspresyonunu diizenleyerek bir yolagin
optimizasyonu farkli seviyelerde gerceklestirilebilir [57]. Biyosentetik yolaklarda enzim
ekspresyonunun diizenlenmesi ise farkli genetik parcalarin bilesimini gerektirmektedir.
Vektorlerin replikasyon kaynagi degistirilerek genlerin DNA kopya sayisi ve ribozom
baglama bdlgeleri (RBS’ler), promotorlar ve terminatdrler gibi karakterize edilmis genetik
kontrol elemanlar1 ve bu kontrol elemanlarinin 6ngériilebilir bir sekilde davranabilmeleri
icin gereken dereceleri ayarlanarak enzim ifadesinin seviyelerinin diizenlenmesi
araciliftyla bir yolagin optimizasyonu gergeklestirilebilir (Sekil 1.5) [58, 59]. ilk seviye,
vektorlerinin replikasyon kaynagini degistirilerek genlerin DNA kopya sayisini modiile
etmek olup >100 kat arasinda degisebilir. Ikinci seviye, genlerin kontrol elemanlarmi (&rn.,
promotor, RBS) ayarlamaktir. Bir promotor kiitliphanesi transkripsiyon seviyesinde enzim
ekspresyonunu yiizlerce kattan daha fazla degistirebilirken, bir RBS kiitiiphanesi
translasyon seviyesinde 100,000 katina kadar enzimlerin ekspresyonunu degistirebilir [59].
Bunlarin yaninda kodon optimizasyonu, Ozellikle sentetik biyoloji ve metabolik
miihendisligi ¢alismalarinda heterolog gen ekspresyonunu gelistirmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir [60]. Kodon optimizasyonu kodon kullanim sikliginin farkliliklar

gostermesi nedeniyle gerekmektedir. 20 ¢esit amino asidi kodlamak i¢in 61 triniikleotid
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kodonu kullanilir. Metionin ve triptofan yalnizca bir kodon tarafindan kodlanirken, diger
18 amino asidin her biri 2-6 sinonim kodon tarafindan kodlanir. Sinonim kodonlar ayni
amino asidi kodlamaktadirlar ve bu nedenle herhangi birinin kodlama yapmasi amino asit
dizilimini degistirmemektedir. Organizma tarafindan sinonim kodonlardan belli bazilarinin
tercih edilmesi kodon kullanim sikligi olarak adlandirilmaktadir [61]. Heterolog gen
ifadesi i¢in aktarilan gende nadir bulunan kodonlarin varligi, translasyon hizini diisiirebilir
ve rekombinant mikrobiyal lretim siirecleri iizerinde Onemli bir etkiye sahip olan
translasyon hatalarmi indiikleyebilir. Gen tasarimi ve kodon optimizasyonu i¢in son on
yildir temelden ileri seviyeye kadar bircok web tabanli uygulama gelistirilmistir. Codon
optimizer, Gene Designer ve OPTIMIZER gibi yazilim uygulamalarmin ¢ogunda kodon
sikliklarina gore dizi diizenlemesi yapilmaktadir [62, 63]. Kodon optimizasyonu,
rekombinant DNA ekspresyonunu saglayan 6nemli bir sentetik biyoloji aracidir. Kodon
optimizasyonu istenilen iriiniin etkin ve verimli eldesi i¢cin mikrobiyal biyoteknolojik

stirecte olduk¢a onemlidir.

7 s HEHHHH e L/ —

A BCD E
Bilgeler Elementler Strateji
A Promotor Quorum sensing, O,, 151kla indiiklenebilir; zayif/gtiglii promotor
B Riboswitch Sentetik/tasarlanmis riboswitch
C Operator Rasyonel tasarim
D Ribozom Baglanma Bolgesi(RBS) Tasarlanmus RBS
E Kodlayan Dizi Dogal kaynak/Rasyonel tasarim
F Terminator Arttinlnus terminator
G [ntergenik Bélge Rasyonel tasanm

Sekil 1.5. Metabolik miihendisligi i¢in protein kodlayan gen igerisindeki olas1 hedef bilesenler [64].
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1.3. Mikrobiyal Metabolik Miihendisligi Yaklasimiyla Karotenoid Uretimi

Sekonder metabolitler, biyolojik olarak aktif bilesiklerin kesfedilmesi i¢in bir hazinedir,
ve insan ihtiyacina yonelik talepleri karsilamak icin mikrobiyal hiicreler, dogal
kaynagindan ekstraksiyon veya kimyasal sentez yontemlerine alternatif olarak kompleks
sekonder metabolitlerin (bitki, mantar veya mikroorganizma kokenli) asir1 tiretimi i¢in
tasarlanabilmektedir. Dogal ekstraksiyon ve kimyasal sentez yoluyla iiretim smirl
miktarda, diislik verimliliktedir. Ayrica bu yontemlerin ¢evre kirliligini artirmasi nedeniyle
ihtiyaglarin gerisinde kalmaktadir. Mikrobiyal sistemler bu kompleks bilesiklerin tiretimi
icin ¢esitli avantajlara sahiptir: diisiik maliyet, kolay genetik manipiilasyon, biiyiik 6l¢ekli
dretim, kirliligin olmamast [65]. Metabolik miihendisligi, endiistriyel mikrobiyal
konaklarda terpenoidler, flavonoidler, alkaloidler dahil olmak iizere cesitli bilesiklerin
tiretimi icin bitki ve mantar gibi farkli sistemlerden sentetik genleri kullanarak yiiksek
miktarda iiretim gerceklestirebilmektedir [66]. Ozellikle S. cerevisiae ve E. coli’de gesitli

sekonder metabolitlerin iiretimleri gergeklestirilmistir (Tablo 1.2).

Karotenoidler, terpenoidler olarak da bilinen izoprenoid sinifi bilesenlerdir ve biitiin
izoprenoidler bes karbonlu prekiirsor birimleri isopentenil-pirofosfat (IPP) ile izomeri olan
dimetilalil pirofosfat (DMAPP)’den sentezlenmektedir. IPP ve DMAPP iki farkli yolakla
sentezlenebilmektedir: mevalonat (MVA) yolagi ve DXP yolagi olarak da bilinen
metileritritol-4-fosfat (MEP) yolagi. MVA vyolagi bir¢ok Okaryotta, arkede, bazi
bakterilerde, bitkilerin sitozolde ve mitokondrilerinde bulunurken MEP yolagi birgok
bakteri, bitki kloroplastlari, alg ve apikompleksan parazitlerinde bulunmaktadir. Iki yolak
onciiller, reaksiyon adimlari, enerji tiikketimi, anahtar enzimler vb. bakimindan oldukga
farklidir.  MVA biyosentetik yolagi, 3-hidroksi-3-metil-glutatil-CoA (HMG-CoA)
olusturmak icin iic molekiil asetil-CoA molekiiliinlin birbirini izleyen iki kondenzasyon
reaksiyonu ile baglamaktadir. Daha sonra HMG-CoA MVA’ya indirgenmektedir. Iki
ardisik fosforilasyon adiminin ardindan MVA, mevalonat-5-difosfata doniistiiriilmektedir
ve daha sonra IPP elde etmek ig¢in katalizlenmektedir. IPP ve DMAPP’nin ara-
ceviriminden IPP izomerazi sorumludur. MEP yolaginda ise IPP ve DMAPP sentezi yedi
enzimin aktivitesine dayanmaktadir. Reaksiyon, 1-deoksi-D-ksiliilloz-5-fosfat (DXP)
tiretmek iizere piruvat ve gliseraldehit-3-fosfatin (G3P) yogunlagmas: ile baslamaktadir.

Bir indirgeme ve izomerizasyon ile 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfat (MEP) DXP’den 1-
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deoksi-D-ksiluloz-5-fosfat rediiktoizomeraz (DXR/IspC) ile katalize edilerek olugmaktadir.
MEP, 2C-metil-D-eritritol-4-fosfat siktililtransferaz (IspD) i¢in bir substrat olarak gorev
almaktadir ve 4-difosfositidil-2-C-metil-D-eritritol (CDP-ME)’ye doniistiiriilmektedir.
CDP-ME, 4-difosfositidil-2C-metil-D-eritritol kinaz (IspE) ile 4-difosfositidil-2C-metil-D-
eritritol-2-fosfat (CDP-MEP)’e fosforile edilmektedir. CDP-MEP’in 2-Metil-D-eritritol-
2,4-siklodifostat (MEcPP)’ye siklizasyonu, 2C-metil-D-eritritol-2,4-siklodifosfat sentaz
(IspF) ile katalize edilmektedir. MEP yolaginin son iki asamasinda MEcPP, 1-hidroksi-2-
metil-2-(E)-butenil-4-difosfat sentaz (IspG) ile 4-hidroksi-3-mehtil-biitenil 1-difosfat
(HMBPP) haline doniistiiriilmektedir. Son olarak HMBPP, IPP ve DMAPP olusturmak
tizere 4-hidroksi-3-metil-2-(E)-butenil-4-difosfat rediiktaz (IspH) ile katalizlenmektedir
[65]. Bu iki yolaktan MEP yolagi, MEV yolagindan enerjik olarak daha dengeli ve etkilidir
[67]. E. coli’de bulunan dogal MEP yolagi ve heterolog MVA yolagi Sekil 1.6’da

gosterilmistir.

20

DXP Yolags MVA Yolags
AccE
G3p Pyruvate > AcCoA
¥ Dxs v AtoB
DXP AACOA
. IspC (Dxr) , HMGS
MEP HMG-CoA
|, tspD v HMGR
CDP-ME MVA
CDP-MEP MVAP
v IspF | PMK
MEC s
e MVAPP
{/ \p(l J
HMBPP ,"
IspH “, MPD
v ld] vy
DMAPP < PP

Sekil 1.6. E. coli’de dogal DXP yolag: ve heterolog MV A yolag1 [68].



Tablo 1.2. Metabolik miihendisligi yaklasimi ile S. cerevisiae ve E. coli’de sentezi gerceklestirilen bazi

sekonder metabolit Ornekleri

Sekonder Metabolit Sinifi Konak mikroorganizma Baglangic substrati Miktar1
Likopen Terpen S. cerevisiae glukoz 54.63 mg/g [69]
B-karoten Terpen E. coli glukoz 60 mg/g [70]

Zeaksantin Terpen E. coli glukoz 43 mg/1 [39]
Astaksantin Terpen E. coli glukoz 7.4 mg/g [71]
Tebain Alkaloid S. cerevisiae glukoz 6.4 png/L [72]
Retisiilin Alkaloid S. cerevisiae glukoz 19.2 ug/L [73]
Noskapin Alkaloid S. cerevisiae norlaudanosolin 1.64 pm [74]
Kodein Alkaloid S. cerevisiae tebain 7.7 mg/1 [75]
Morfin Alkaloid S. cerevisiae tebain 4.7 mg/1 [75]
Kurkumin Fenolik E. coli ferulik asit 113 mg/1 [76]
Naringenin Fenolik E. coli p-kumarik asit 474 mg/1 [77]
Pinosembrin Fenolik S. cerevisiae sinnamik asit 16.3 mg/1 [78]
Resveratrol Fenolik S. cerevisiae glukoz 800 mg/1 [79]

Resveratrol Fenolik E. coli p-kumarik asit 2.3 g/1[80]

Doga, terapotik olarak aktif bilesikler ig¢in bir hazine sandig1r ve renklerin ¢esitliligi
olarak bilinir. Metabolik acidan bakildiginda, bu ¢ekici 6zelliklerin bir¢ogu terpenoidlerle
iligkilidir ve tek bir onciilden kaynaklanmaktadir: IPP. E. coli, IPP tabanl farkli molekiiller
i¢in bir iiretim platformu olarak degerli oldugunu kanitlamistir. Merkezi bir miihendislikle
terpenoid-omurga biyosentetik yolagi olan E. coli suslar1 kullanilarak ¢ok cesitli bilesikler
tiretilebilir hale gelmistir. Farkli terminal yolaklara farkli ilerleme yolu ile geranil

pirofosfat (GPP), farnesil pirofosfat (FPP) ve geranilgeranil pirofosfat (GGPP) gibi ortak

21




terpenoid yapr bloklari, monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler ve karotenoidler

sentezlenebilmektedir [55].

Taxus brevifolia tarafindan lretilen paclitaxel (taksol), antikanser aktivitesi olan bir
diterpendir. E. coli’de antikanser taksol prekiirsorlerinin iiretimini optimize etmek icin
metabolik miihendisligi uygulamasi olarak onemli ve etkin bir yontem olan “gok
degiskenli modiiler miihendislik” yaklagimiyla metabolik akisin  gelistirilmesi
hedeflenmistir. izoprenoid biyosentetik yolagi, onciil saglayan dogal bir yukari akis
modiilii ve izoprenoidi lireten heterolog bir asagi akis modiilii olarak iki modiile ayrilarak
optimum yolak dengesi elde edilmistir (Sekil 1.7). Onciil molekiiller DMAPP ve IPP’nin
tiretimi i¢in gerekli olan sekiz dogal genin dordii, bir operona indiiklenebilir promotorla
klonlanmistir ve dogal MEP yolagindan verim artis1 goriilmiistiir. Fazla onciiller heterolog
olarak ifade edilen GGPP sentaz ve taksadien sentazi igeren ikinci modiile
yonlendirilmistir. Boylece, alt1 genle calismak yerine sistemin iki modiile indirgenmesi
sistemi basitlestirmistir ve sistem daha islevsel hale gelmistir. Bu yaklagim kullanilarak her
biri modiill ekspresyonunu yonlendiren promotorlar ve modiillerin sentezlendigi
plazmidlerin kopya sayilari bakimindan farkli 32 sus olusturulmustur; bu suslar arasinda en
verimli taksadien iireticisi, taksadien yolagini tasiyan kontrol susundan yaklasik 15.000 kat

daha fazla, 1 g/l titre saglamistir [81].

Yukar akis modiilii Asag akas modiili
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Sekil 1.7. Cok degiskenli modiiler miithendislik uygulamasiyla taksadien {iretiminin optimizasyonu [82].
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Artemisia annua’dan izole edilen artemisinin gii¢lii antimalaryal aktiviteye sahip bir
seskiterpendir. Artemisinin biyosentezine ait ara iiriin olan amorfa-4,11-dien (amorfadien)
tretimi E. coli’de yapilmistir. Tamamen heterolog bir yolak konagin diizenleyici
kontrollerine tabi olmayabilir ve bu nedenle asir1 iiretim i¢in daha yararli olabilir, bu
nedenle E. coli’de dogal olarak mevcut olmayan MVA yolag konaga IPP/DMAPP onciil
kaynag1 saglamasi amaciyla aktarilmistir [48, 83]. E. coli’de, heterolog mevalonat yolak ve
A. annua’dan amorfadien sentaz kullanilarak artemisinik asidin yiiksek miktarda tiretilmesi
icin amorpha-4,11-dienin artemisinik aside oksidasyonunu ii¢ asamali ger¢eklestiren
metabolik miihendisligi c¢alismast yapilmistir (Sekil 1.8). Dogal deoksiksiluloz-5-fosfat
(DXP) yolag1 yerine S. cerevisiae’den alinan heterolog MVA yolag1 IPP biyosentezi i¢in
secilmigtir. Mevalonat yolak iki sentetik operona boliinmiistiir. Asetil-CoA sentaz,
hidroksimetilglutaril-CoA sentaz ve HMG-CoA rediiktazi iceren MevT operonu, asetil-
CoA’y1 mevalonata doniistiirmektedir. Mevalonat kinaz, fosfomevalonat kinaz, mevalonat
pirofosfat dekarboksilaz, izopentenil pirofosfat (IPP) izomeraz, FPP sentaz enzimlerini
tastyan MBIS operonu, mevalonati FPP’ye doniistiirmektedir. Yapilan calismada yolak
optimizasyonu i¢in gen ekspresyonunun dengelenmesi, hiz sinirlayici enzimlerin
belirlenmesi, konaktaki metabolik yilikiin azaltilmasina odaklanilmistir ve modiiler
vektorlerin kullanimi ile oldukca yliksek amorfadien titreleri (300 mg/l) elde edilmistir
[83].
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Sekil 1.8. Mevalonat yolag: aracilig1 ile amorfadien iiretimi [83].
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Karotenoid biyosentezden sorumlu gen kiimeleri ¢esitli bakterilerde tanimlanmistir ve
bunlar gen organizasyonuna gore ii¢ tipe ayrilabilir. Birinci tip, crtEXYIBZ’nin klasik
organizasyonuna sahiptir, ikinci tipte crtE-idi-crtXYIBZ organizasyonu vardir ve tiglincii
tipte crtE-idi-crtYIBZ organizasyonu vardir [84]. Ornegin, Pantoea agglomerans Eho10’da
crtE-idi-crtXYIBZ karotenoid gen kiimesi organizasyonu bulunmaktadir (Sekil 1.9) [85,
86]. Farkli mikroorganizmalar benzer gen kiimelerini igermelerine ragmen farkli
karotenoidler iiretebilirler. Bu durum yasam ortamlarina bagli olabilir, ¢iinkii farkli
yapilara sahip karotenoidler membran akigskanlig1 ve termo kararlilik tizerinde farkli etkiler
gostermektedir. Bu nedenle, bakterinin farkli karotenoidleri nasil sentezledigini arastirmak
ilgi cekmektedir. Karotenogenik bakterilerde karotenoid biyosentetik yolaklarin genetik
acidan aydinlatilmasiyla in vivo karotenoid liretiminde genetik miihendisligi icin gesitli
olanaklar mevcut hale gelmistir [84]. Pantoea (Enterobacter) tiirleri zeaksantin ve
tirevlerini Urettigi bilinen karotenogenik bakterilerdir, bu tiirlerin karotenoid yolagi P.
ananatis (Erwinia uredovora) ve Pantoea agglomerans’ta (Erwinia herbicola) iyi
tanimlanmistir. Pantoea karotenogenik yolagi 6 enzimli asamadan olugmaktadir (Sekil
1.10): Geranilgeranil difosfat (GGPP) sentaz (CrtE) enzimi, karotenoid yolagin ilk
substratt FPP’yi kullanarak GGPP’yi sentezlemektedir. Fitoen sentaz (CrtB) enzimi,
GGPP’den B-karoten biyosentezi i¢in gerekli olan fitoeni sentezlemektedir. Fitoen
desatiiraz (Crtl) enzimi likopeni ve likopen siklaz (CrtY) enzimi likopenden B-karoteni
olusturmaktadir. B-karoten hidroksilaz (CrtZ) enzimi C-3 pozisyonundaki -karotenin her
bir halkasinin hidroksilasyonu ile zeaksantin tiretmektedir. Zeaksantin glukozil transferaz
(CrtX) enzimi, zeaksantin ve UDP-glukozu kullanarak zeaksantin-B-D-diglikozidi

sentezlemektedir [39].

@ i (E S S Sl > o

Sekil 1.9. Pantoea agglomerans Ehol0 karotenoid yolagina ait gen kiimesi [86].
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Sekil 1.10. Pantoea karotenoid yolagi [86].

Pantoea’nin karotenoid biyosentetik yolaklarina ait genler kullanilarak karotenogenik
olmayan bir bakteri olan E. coli’de likopen [21, 87], B-karoten [88, 89], astaksantin [69,
90], zeaksantin [38, 39, 91] karotenoid molekiillerinin heterolog biyosentezi
gerceklestirilmistir. E. coli’de zeaksantin {iretimi i¢in farkli metabolik miihendisligi
calismalar1 bulunmaktadir. Nishizaki ve ark. [92] gen diizeninin, E. coli'de heterolog
sentezlenen zeaksantin miktarni etkileyip etkilemedigini arastirmak igin zeaksantin
biyosentez yolagma yani crtE-crtB-crtl-crtY-crtZ sirasina gore farkli operonlar inga
etmislerdir. Pantoea genleri kullanilarak olusturulan crtB-crtl-crtY-crtZ-crtE, crtl-crtY-

crtZ-crtE-crtB, crtY-crtZ-crtE-crtB-crtl, crtZ-crtE-crtB-crtl-crtY  gibi dairesel
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permiitasyonlu gen diizenlerine sahip bir dizi plazmid arasinda farkli gen diizenlerinin bu
genlere ait mRNA seviyelerini dolayisiyla E. coli'deki zeaksantin verimini etkiledigini
gostermislerdir. E. coli'de (820 pg/g kuru agirlik) en yiiksek zeaksantin {iretimi, gen
strasinin zeaksantin metabolik yolaginin (crtE-crtB-crtl-crtY-crtZ) sirasina tekabiil eden bir
plazmidle transformantinda gézlenmistir. Li ve ark. [39] likopen lireten E. coli susunda P.
ananatis’ten crtY ve crtZ’nin ekspresyonu ile 43 mg/l (11,95 + 0,21 mg/g kuru agirlik)
zeaksantin sentezi saglamislardir. Shen ve ark. [38] E. coli’de zeaksantin {iretimini
artirmak i¢in mevalonat yolagin dinamik kontroli ile 722,46 mg/l ve 23,16 mg/g kuru

agirlik zeaksantin elde etmislerdir.

1.4. Metabolik Miihendisligi Yaklasimiyla Zeaksantin Uretimi

Bu tez ¢alismasinda metabolik miihendisligi yaklasimiyla zeaksantin karotenoidinin E.
coli’de heterolog iiretimi amacglanmistir. Bunun i¢in Erwinia herbicola (P. agglomerans)
Ehol0’a ait karotenoid yolak enzim genleri (crtE, crtY, crtl, crtB, crtZ) ve idi geninin
plazmid aracili yapilandirilmasiyla farkli E. coli suslarina klonlanmasi, bdylece zeaksantin
sentezinin gergeklesmesi beklenmistir (Sekil 1.11). Karotenoid sentezinde idi geni hiz
siirlayict adim olarak bilinmektedir [93] ve bu gen de karotenoid iiretimini artirmasi igin
karotenoid yolak genleri ile birlikte aktarilmistir. Sonug olarak zeaksantin; diisiik maliyetli,
verimli ve ¢evre kirliliginin azalmasina yardimci bir {iretim i¢in kullanilan metabolik

miihendisligi yaklasimiyla rekombinant suslarda sentezlenecektir.
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Sekil 1.11. E. coli’de metabolik miihendisligi yaklagimiyla zeaksantin tiretimi
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

Gibson Assembly metodu icin Master karisimi hazirlanmasinda kullanilan TS5
exonuclease, Taq ligase, 5X tampon, NAD+ ve polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PCR) da
kullanilan Phusion High-Fidelity DNA polymerase enzimi ile dNTP, plazmid DNA’larinin
enzimatik kesim reaksiyonlarinda kullanilan EcoRI-HF, HindIII-HF, Sall-HF restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ve enzimlere ait tampon c¢ozeltiler New England Biolabs
(NEB)’dan temin edilmistir. Gibson Assembly metodu i¢in Master karigimi
hazirlanmasinda kullanilan DTT ve Trisma base Sigma’dan, HCI ¢ozeltisi ve MgCl,
Merck’den, Nuclease free water Wisent Kanada’dan temin edilmistir. Stv1 kiiltiirlerden
plazmid DNA’s1 izolasyonu i¢in QIAprep Spin Mini Prep Kit ve PCR iiriinlerinin agaroz
jelden izolasyonu i¢in QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen’den temin edilmistir. PCR,
enzimatik kesim reaksiyonlar1 ve Gibson Assembly reaksiyonlar1 Bio-Rad T100 Thermal
Cycler cihazinda yapilmistir. Agaroz jel elektroforezi islemi sonrasinda DNA bantlarinin
biiyiikliiklerini belirlemek i¢in Hibrigen 1 kb DNA ladder MG-LDR-1000, Hibrigen’den
temin edilmistir. E. coli kiiltlirlerinden karotenoid ekstraksiyonu icin aseton (Carlo erba,
412502) kullanilmistir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) analizleri igin
zeaksantin standardi (ChemFaces, CFN90234) temin edilmistir. HPLC ¢alismalarinda
mobil faz i¢in asetonitril (Carlo erba, CE.412372), metanol (Isolab, 947.046.2500)
kullanilmistir. HPLC caligmalarinda C18 kolon (GL Sciences, 5020-07346) kullanilmistir.
Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan primerler Gen Plaza Biyoteknoloji Merkezi

(Tiirkiye) tarafindan ticari olarak sentezletilmistir.

2.1.1. E. coli Suslan

Bu tez ¢alismasinda kullanilan suslar Firat Universitesi Biyomiihendislik Boliimii
Sentetik Biyoloji ve Metabolik Miihendisligi Laboratuvari arsivinden temin edilmistir.

Kullanilan suglar Tablo 2.1°de verilmistir.



Tablo 2.1. Calismada kullanilan suglar ve genotipleri [94-96].

Sus Adi

Susun Genotipi

E. coli NEB 10-beta

A(ara-lew) 7697 araDI139 fhud AlacX74 galK16 galEl5 el4-
980dlacZAMI5 recAl relAl endAl nupG rpsL (St™) rph spoTl A(mrr-
hsdRMS-mcrBC)

E. coli MG1655

F X ilvG- rfb-50 rph-1

E. coli DH5a.

F endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAMI1S
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rg mg™) A~

E. coli DH50-Pro

deoR endAl gyrA96 hsdR17(ry mg*) recAl relAl supE44 thi-1 A(lacZYA-
argFV)U169 ¢80lacZAM15 F~ 2~ PN25/tetR Placi®/placl SpR

E. coli NEB-Turbo

ginV44 thi-1 A(lac-proAB) galE15 galK16 R(zgb-210::Tnl0)TetS  endAl
fhuA2 A(merB-hsdSM)S (rg my’) F'[traD36 proAB* lacl’ lacZAM15]

E. coli XL1-Blue

endAl gyrA96 (nal®™) thi-1 recAl relAl lac gInV44 F'[::TNIO
proAB * lacl ! A(lacZ) M15] hsdR17(rg mg™ )

E. coli TOP10

F-mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str®) endA1 1

E. coli EPI300

F ZmcrA A(mrr- hsdRMS-mcrBC) ¢80dlacZAM15 AlacX74 recAl endAl
araD139 A(ara-leu) 7697galU galK rpsL (Str™) nupG’ trfA dhfi

E. coli BL21 (DE3)

F ompT gal dcm lon hsdSg(rg mg ) A(DE3[lacl lacUV5-T7p07 indl sam7
nin5]) [malB* ] (X°)

2.1.2. Plazmidler

Calismada gen kaynagi olarak kullanilan pAC-EHER plazmidi (Katalog No. 53262)

Addgene’den bakteri igerisinde agar stab halinde ticari olarak alinmistir. Bu plazmid

Francis ve ark. tarafindan Erwinia herbicola (P. agglomerans) Ehol(0’a (Genbank:
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M87280.1) ait karotenoid yolak kiimesine ait yedi geni (crtE, idi, crtX, crtY, crtl, crtB,
crtZ) igeren 9.34 kb BglII-BglIl genomik fragmaninin pPL376 plazmidinden kesilmesiyle
ve ileri yonde oryantasyonla pACYCI184’tin BamHI bolgesine eklenmesiyle
olusturulmustur [97]. pAC-EHER plazmidi fotosentetik olmayan Erwinia herbicola
(Pantoea agglomerans) EholQ bakterisindeki karotenoid yolagin gen kiimesine ait yedi
geni endojen promotor altinda icermektedir ve zeaksantin diglukosid {retimini
saglamaktadir. Bu plazmid kloramfenikol antibiyotigine diren¢ geni (CmR) ve pl5A
replikasyon orijini tasimaktadir [98].

2.1.3. Cozeltiler
% 10’luk gliserol ¢ozeltisi: 10 ml gliserol {izerine 90 ml dH,O (distile su) eklenmistir,
otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilizasyonu gergeklestirilmistir.

% 20’lik glukoz c¢ozeltisi: 20 g glukoz (Wisent, 600-035-EG) 100 ml dH,O’da
¢cOzdiiriilmiistiir, 0.22 pm seliiliiz asetat membran filtreden gegirilerek steril edilmistir ve

+4 °C’de saklanmustir.

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

seyreltilerek 1XTAE ¢ozeltisi hazirlanmastir.

2.1.4. Sus Gelisiminde Kullanmilan Besiyerleri ve Antibiyotikler

Luria Bertani (LB) Broth

Tripton 10 g/1
Maya ekstrakti 5 g/l
Sodyum kloriir 10 g/l

Istenen bir hacimde besiyeri icin gerekli miktarlarda bilesenler tartilmistir, dH,O ile
istenen hacime tamamlanmistir ve otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilizasyonu

gerceklestirilmistir.
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LB Broth Agar

Tripton 10 g/
Maya ekstrakti 5 g/l
Sodyum kloriir 10 g/
Agar 15 g/

Istenen bir hacimde besiyeri icin gerekli miktarlarda bilesenler tartilmistir, dH,O ile
istenen hacime tamamlanmistir ve otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilizasyonu

gerceklestirilmistir.

NaCl Icermeyen LB Broth

Tripton 10 g/l
Maya ekstraktt 5 g/l

Istenen bir hacimde besiyeri icin gerekli miktarlarda bilesenler tartilmistir, dH,O ile
istenen hacime tamamlanmistir ve otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilizasyonu

gergeklestirilmistir.

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

represyonlu besiyeri) Besiyeri

Icerigi 1 litre icin 20 g tripton, 5 g maya ekstrakti, 0,5 g NaCl, 0,186 g KCI, 2,4 g
MgSO, olan SOB besiyeri hazir karisim halinde kullanilmistir (BD Difco SOB Medium,
244310). 28 g toz SOB karisimi 1 1 dH,O igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir ve sterilizasyon islemi
otoklavda 121 °C’de 15 dk gergeklestirilmistir. SOB besiyeri hazirlandiktan sonra sicakligi
45-50 °C’ye ulastiginda 1 litre SOB besiyerine 20 ml steril % 20 glukoz ¢6zeltisi eklenerek

SOC besiyeri hazirlanmistir. SOC besiyeri elektroporasyon isleminden sonra hiicrelerin
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toparlanmas1 igin ihtiyag duydugu zengin ve izotonik ortamin olusturulmasi igin

kullanilmistir [98].

Kloramfenikol (Cm)

34 mg/ml stok soliisyonu i¢in toz formdaki kloramfenikol (Sigma, C0378) gerekli
miktarda tartilmistir, ethanol ile istenen hacime tamamlanarak hazirlanmistir ve
besiyerinde 25 pg/ml caligma konsantrasyonunda kullanilmistir. Calismada kullanilan
plazmid kloramfenikol direngli (Cm®) oldugu igin besiyerlerinde Cm segici antibiyotik

olarak kullanilmistir.

2.2. Metot

2.2.1. Plazmid DNA’sinin izolasyonu

Plazmid igeren bakteri 6ze yardimiyla secici antibiyotik igeren LB agar besiyerine
ekilmistir ve 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. 16 saatlik inkiibasyon sonrasinda
kat1 besiyerinden steril bir kiirdan yardimiyla segilen bir koloni segici antibiyotik igeren 5
ml LB Broth sivi besiyerine ekilmistir, 37 °C-225 rpm’de 16 saat inkiibasyona
birakilmistir. 16 saatlik inkiibasyondan alinan siv1 kiiltiirden plazmid DNA’s1 izolasyonu

Qiagen QIAprep Spin Mini Prep kit kullanilarak gerceklestirilmistir [100].

2.2.2. Restriksiyon Endoniikleazlari ile Plazmid DNA’sinin Kesilmesi

Ticari olarak satin alman pAC-EHER plazmidinin EcoRI ve HindIII restriksiyon

enzimleri ile kesim reaksiyonu yapilmistir. Reaksiyon sartlari:
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pAC-EHER DNA X ol

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

HindIII-HF : 1 ul (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-1 saat

inkiibasyon ile gergeklestirilmistir.

Gibson Assembly reaksiyonu ile insaa edilen plazmidin Sall restriksiyon enzimi ile

kesim reaksiyonlar1 yapilmistir. Reaksiyon sartlari:

Plazmid DNA’s1 X

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

Gibson Assembly reaksiyonu ile inga edilen dort ornege ait plazmid DNA’sinin X
miktar1 reaksiyonda 500 ng olacak sekilde eklenerek reaksiyon karisimlart hazirlanmistir

ve reaksiyonlar thermal cycler cihazinda 37 °C-1 saat inkiibasyon ile gerceklestirilmistir.

2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez yiiklii molekiillerin (protein ve niikleik asitler gibi) elektriksel alandaki
hareketine (gd¢) dayanan bir ayirim ve analiz yontemidir [101]. DNA molekiillerinin
analitik amaclh analizleri (restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesim reaksiyonlari, PCR
reaksiyonlar1) Etidyum bromiir (EtBr) ile boyanan % 1’lik agaroz jelde ve BIO-RAD
Wide-Mini Sub-Cell sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. EtBr, DNA baglar1 arasina
baglanarak UV 1s1k altinda fluoresan etki gdstermektedir ve DNA’nin agaroz jelde goriiniir
olmasini saglamaktadir [101]. % 1’lik agaroz jel hazirlamak i¢in kullanilacak jel
biiyiikliigiine gore % 1 agaroz igceren IXxTAE tampon ¢ozeltisi mikrodalga firinda ara ara
karistirillarak kaynatilmistir ve agaroz ¢ozdiriilmiistiir. Kuyular1 olusturmasi i¢in tarak jel

tepsisine yerlestirilmistir. Cozelti 55-65 °C sicakliga gelene kadar ara ara ¢alkalanarak
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sogutulmustur ve final konsantrasyonu 0,5 pg/ml olacak sekilde EtBr eklenerek kabarcik
olusturmamaya dikkat edilerek hafifce karigtirilmistir. Jel hazirlanan tepsiye dokiilmiistiir,
varsa olusan kabarciklar mikropipet yardimiyla uzaklastirilmistir. Tepsideki jelin
katilagsmas1 beklenmistir ve jel katilastiktan sonra tarak kuyularin yapisini bozmamaya
dikkat edilerek yavasca c¢ikarilmistir. Hazirlanan jel Orneklerin yiiklenmesi igin
elektroforez tankina alinmistir ve jelin {izerini kapatacak kadar 1xTAE tampon ¢ozeltisi
tanka eklenmistir. DNA oOrnekleri kuyuya yiiklenmeden oOnce elektroforez tankinda
hareketin ilerleyisini gézlemlemeyi saglayan boya maddesi ve DNA’nin kuyuya ¢okmesini
saglayan yogun madde igeren 6X Loading Dye ile karistirilmistir, 6rnekler ve Hibrigen 1
kb DNA ladder kuyulara yiiklenmistir. Elektoroforez islemi anoda hareket olacak sekilde
70 V-2 saat gergeklestirilmistir. Jelin goriintiisii Sygene GBox sistemi ve Genesys

programi kullanilarak alinmistir.

2.2.4. Gibson Assembly Metodu

Gen klonlama molekiiler biyoloji uygulamalar1 i¢in olduk¢a 6nemli bir adimdir. Gibson
Assembly yontemi, restriksiyon enzim kesimi veya uyumlu restriksiyon bolgelerine ihtiyag
duymadan iki veya daha fazla fragmentin klonlanmasini saglayan bir metottur. Hem basit
hem de karmasik yapilar olusturmaya yonelik bu yenilik¢i yaklagim ilk olarak 2008 yilinda
Daniel Gibson ve meslektaglar1 tarafindan yaymlanmistir [102]. Gibson Assembly,
kullanim1 kolay oldugundan ve biiyiik, karmasik montajlar i¢in bile ¢ok az optimizasyon
gerektirdiginden in vitro montaj yontemlerinin en yaygin kullanilan1 haline gelmistir.
Yontem i¢in uygun Ortiisen DNA’lar ve ii¢ enzimin uygun bir karigimi (Gibson Assembly
Master karisimi) gerekmektedir [103]. Gibson Assembly’de, tek iplikli 3'-¢ikintilar TS5
ekzoniikleaz araciligiyla olusturulmaktadir. Yapiskan tamamlayici tek iplikli uglarda
eklenecek fragmentin plazmide baglanmasindan sonra bu cikintilar DNA polimeraz
uzantisi i¢in primerler olarak islev goriir. Bu sekilde, Phusion DNA polimerazi istenmeyen
tek iplikli bosluklar1 doldurur. Kalan centikler daha sonra Taq DNA ligaz tarafindan
kapatilmaktadir. Protokol, tek karisimda {i¢ enzimle birlikte uygun bir izotermal
inkiibasyon agamasindan olusur [104]. Bu birlestirme protokolii, sentetik ve dogal genleri,

genetik yolaklar1 kusursuz bir sekilde olusturmak i¢in kullanilabilir [105].
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Gibson Assembly reaksiyonunu olusturmak i¢in gerekli karigim laboratuvar sartlarinda
buz igerisinde hazirlanmistir. Oncelikle reaksiyon igin gerekli 5X ISO tamponu
hazirlanmigtir, 100 pl’lik hacimlerde -20 °C’de saklanmistir (Tablo 2.2). 5X ISO
tamponuna diger bilesenlerin eklenmesiyle Gibson Assembly Master karisimi

hazirlanmistir (Tablo 2.3), 15 pl’lik hacimlerde -20 °C’de saklanmustir.

Tablo 2.2. 5X ISO tamponu bilesenleri [105].

Bilesen Miktar1
1 M Tris-HCI (pH 7.5) 3 ml

2 M MgCl, 150 pl
100 mM dGTP 60 ul
100 mM dATP 60 ul
100 mM dTTP 60 ul
100 mM dCTP 60 ul

1 M DTT 300 pl
PEG-8000 I5¢g
100 mM NAD+ 300 pl
Nukleaz-free dH,O X (toplam hacim 6 ml olacak miktarda)
Toplam Hacim 6 ml

Tablo 2.3. Gibson Assembly Master karigimi bilesenleri [105].

Bilesen Miktar1

5X ISO tamponu 320 pl

10 U/ul TS5 ekzoniikleaz 0,64 ul

2 U/pl Phusion polimeraz | 20 pl

40 U/ul Taq ligaz 160 pl
Nukleaz-free dH,O X (toplam hacim 1,2 ml olacak miktarda)
Toplam Hacim 1,2 ml
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2.2.5. Plazmid Haritalarinin Tasarlanmasi

Plazmid haritalariin tasarimi Vector NTI programi kullanilarak yapilmistir. pAC-
EHER plazmid DNA’sinin dizi bilgisine Addgene’den ulasilarak [106] programdaki
haritas1 olusturulmustur, bu harita {izerinden final plazmid olan pAC-EHER-EBIidiYZ

plazmid haritas1 olusturulmustur.

2.2.6. Primerlerin Tasarlanmasi ve PCR Reaksiyonlar1

Kullanilan primerler, Gibson Assembly reaksiyonunda fragmanlarin birlesmesi i¢in
gerekli olan tamamlayict diziyi ve PCR amplifikasyonu sirasinda DNA kaynagindan
(pAC-EHER) istenen bdlgenin ¢ogalmasint saglayacak diziyi icerecek sekilde final
plazmid (pAC-EHER-EBIidiYZ) iizerinden tasarlanmistir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4. pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidinin ingaast1 i¢in kullanilan primerler, baglanma sicakliklar1 ve baz

uzunluklari

Primer Primer Dizisi Baglanma Baz
Sicakligt Uzunlugu

F2 atgtgcgggatacgccatgaatgagacgcetgcatcagegtetgg 76 °C 44

R2 cgcctggeagaggagacgecgggtgcttactatattgate 74 °C 40

F1 gatcaatatagtaagcacccggegtctectetgecaggeg 74 °C 40

R1 acgctgatgcagcegtctcattcatggegtatcccgeacatageg 77 °C 44
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pAC-EHER plazmid DNA’s1 kaynagindan reaksiyondaki DNA miktar1 25 ng olacak
sekilde (X pl) F1 ve R1 primerleri kullanilarak 6547 bp’lik bolgenin amplifikasyonu i¢in
belirtilen sartlarla PCR yapilmistir:

Nuclease free water 233 ul

S5SxHF Buffer : 10 ul (Enzim ile birlikte verilmistir.)
dNTPs : 1 ul (Stok 10 mM)

F1 Primer 02,5 ul (10 uM)

R1 Primer 02,5 ul (10 uM)

pAC-EHER DNA : X ul

Phusion DNA Polymerase : 0,5 pl (2000 u/ml)

Toplam Hacim :50 pl

pAC-EHER plazmid DNA’s1 kaynagindan reaksiyondaki DNA miktar1 25 ng olacak
sekilde (X pl) F2 ve R2 primerleri kullanilarak 5995 bp’lik bélgenin amplifikasyonu igin
belirtilen sartlarla PCR yapilmstir:

Nuclease free water 233 ul

5xHF Buffer : 10 pl (Enzim ile birlikte verilmistir.)
dNTPs : 1 pl(Stok 10 mM)

F2 Primer 22,5 ul (10 uM)

R2 Primer 22,5 ul (10 uM)

pAC-EHER DNA : Xl

Phusion DNA Polymerase : 0,5 pl (Stok 2000 u/ml)

Toplam Hacim : 50 ul
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Dongii Sartlar1 (5995 bp ve 6547 bp i¢in ayn1 PCR sartlar1 kullanilmastir) :
Baslangi¢ Denatiirasyonu : 98 °C-30 sn
Denatiirasyon, Baglanma ve Uzama : 98 °C-10 sn, 72 °C-3 dk (35 Dongii)

Final Uzama 172 °C-5 dk

2.2.7. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelden Saflastirilmasi

Agaroz jel elektroforezi islemi sonrasinda UV transiiliminatérde bakilan jelden
beklenen biiyiikliikteki DNA bantlar1 bistiiri ile kesilerek 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipii
igerisine alinmistir ve QIAquick Gel Extraction Kit kullanilarak saflastirilmistir [107].

2.2.8. Elektrokompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Elektrokompetent hiicre hazirlamak i¢in konak olarak kullanilacak susun stoktan LB
agar besiyerine Oze ile ¢izilerek ekimi yapilmistir ve 37 °C’de 16 saat inkiibasyona
birakilmigtir. 16 saatlik inkiibasyondan sonra LB agar besiyerinden segilen tek koloni steril
bir kiirdan yardimiyla 5 ml LB Broth besiyerine ekilmistir ve 37 °C-225 rpm’de (rotorun
dakikadaki doniis sayis1) 16 saat inkiibasyona birakilmistir. 16 saatlik s1v1 kiiltiirden 500 pl
alinarak steril 250 ml’lik erlene aliman 100 ml NaCl icermeyen LB Broth besiyerine
inokiile edilmistir ve ODgoo degeri 0,35-0,4 araligina ulasana kadar 37 °C-225 rpm’de
inkiibasyona birakilmistir. Sivi kiiltiir beklenen ODgg araligmma ulastiginda 50’°ser ml
olacak sekilde steril 50 ml’lik falkonlara alinmistir ve falkonlar 20-25 dk buz igerisinde
bekletilmistir ve bundan sonraki asamalarda santrifiij disindaki islemler buz igerisinde
gerceklestirilmistir. Buzdan alinan falkonlar 0 °C-4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir,
stipernatant uzaklastirilmistir. Pelet 1 ml steril dH,O ile nazikg¢e ¢ozdiiriilmiistiir ve {izerine
39 ml dH,O eklenerek 0 °C-4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir, siipernatant
uzaklastirilmistir. Pelet 1 ml steril dH,O ile nazik¢e ¢ozdiiriilmiistiir ve tlizerine 19 ml
dH,O0 eklenerek 0 °C-4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir, siipernatant uzaklastirilmistir.
Pelet 1 ml steril % 10’luk gliserol ile nazik¢e ¢ozdiirilmiistiir ve ardindan 9 ml %10’luk
gliserol igerisinde c¢ozdiriilmiistiir, 0 °C-4000 rpm’de santrifiij edilmistir, slipernatant
uzaklagtirllmistir. Pelet 300 pl % 10’luk gliserol icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir ve hazir hale
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gelen elektrokompetent hiicre karisimindan steril 1,5 ml’lik mikrosantriifiij tliplerine

100’er pl alinarak —80 °C’de saklanmistir [108].

2.2.9. Transformasyon

Elektroporasyon ile plazmid DNA’s1 veya Gibson Assembly reaksiyonu iiriiniiniin
transformasyonu islemleri i¢in oncelikle bir adet steril cam tiip ve 930 ul SOC besiyeri
iceren 1,5 ml’lik mikrosantriifiij tiipii 37 °C’de 10 dk bekletilmistir. Islem &ncesinde
elektroporator kiiveti buzda bekletilmistir. Transformasyonu yapilacak plazmid DNA’s1
veya Gibson Assembly reaksiyonu iiriinii ve kompetent hiicre buza almmustir. Isleme
baslamadan hemen 0&ncesinde 930 pl SOC besiyeri mikropipetle ¢ekilerek hazir
tutulmustur. Kompetent hiicre {izerine plazmid DNA’s1 veya Gibson Assembly reaksiyonu
triinii eklenerek hafifce karistirilmistir. Karisim elektroporator kiivetine kiivetin alt
kismina dokunmamaya dikkat edilerek alinmistir. Kiivet Eppendorf Eporator cihazina
(Katalog No: 4309000019) yerlestirilmistir ve 1.8 kV sartinda ¢alistirilmastir.
Elektroporasyon isleminden sonra elektroporator kiiveti alinarak tizerine hazirda bekletilen
SOC besiyeri hizlica eklenmistir, kiivet kapag: kapatilarak birkag¢ kez ters-diiz edilmistir.
Kiivetteki besiyeri-hiicre karisimi cam tiipe alinarak 37 °C-225 rpm’de 1 saat inkiibasyona
birakilmistir. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan sivi kiiltiirden 6nce 100 pl’si drigalski
spatiilii ile secici antibiyotik iceren petriye yayarak ekilmistir. Kalan kiiltiir 1,5 ml’lik
mikrosantriifiij tiipline alinarak santrifiij edilmistir, stipernatant 100 pl’si kalacak sekilde
uzaklastirilmigtir, pelet 100 pl siipernatant icerisinde pipetajla ¢ozdiirtildiikten sonra
drigalski spatiilii ile segici antibiyotik iceren petriye yayarak ekilmistir. Petriler 37 °C’de
16 saat inkiibasyona birakilmistir. 16 saatlik inkiibasyondan alinan petrilerden steril kiirdan
yardimiyla alinan koloni segici antibiyotik iceren 5 ml LB Broth besiyerine ekilmistir ve
37 °C-200 rpm’de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan alinan petrilerden
secilen kolonilerin enzimatik kesim reaksiyonu ile dogrulamasi yapildiktan sonra stok

kiiltiirleri hazirlanmistir.
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2.2.10. Stok Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Otoklavda 121 °C-15 dk steril edilmis % 100 gliserolden 700 pl alinarak steril 1,5
ml’lik mikrosantrifiij tiipiine birakilmistir ve iizerine 300 ul bakteri kiltiirii eklenmistir.
Kiiltiir ve gliseroliin karigsmasi i¢in mikrosantrifiij tiipii vortekslenmistir. Hazirlanan stok

kiltiirler -80 °C’de saklanmustir.

2.2.11. pAC-EHER-EBIidiYZ iceren E. coli Suslarindan Zeaksantin Ekstraksiyonu

Icin Baslangic Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Basglangic kiiltiirleri i¢in stok kiiltiirlerden steril 6ze yardimiyla 10 ml siv1 besiyerine
ekimler yapilmistir, 37 °C-225 rpm’de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan
alman kiiltiirlerin ODgg 6l¢timleri yapilmistir. 50 ml’de ODggo: 0,1 olacak sekilde gerekli

miktarda besiyerleri ve inokiilasyon hacimleri hesaplanmaistir:

ODgpo.X=0,1.V (X=kiiltiirden alinmasi1 gereken hacim, V=toplam son hacim; V-X

hacimdeki besiyerine X hacimde kiiltiir inokiilasyonu yapilmaistir).

250 ml’lik erlenlerde hazirlanan ve segici antibiyotik iceren 50 ml ODggy 0,1 baslangig¢
kiiltiirleri 30 °C-200 rpm’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir.

2.2.12. pAC-EHER-EBIidiYZ iceren E. coli Suslarindan Zeaksantin Ekstraksiyonu

Karotenoidleri izole etmek i¢in hiicreler aseton ile ekstrakte edilmistir. E. coli kiiltiir
ornekleri (1 ml) 12.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek toplanmistir. Hiicre peleti steril
dH,0 ile yikanmistir ve 1 mL % 0,1 BHT (Biitil hidroksitoluen) igceren aseton ile 50 °C’de
10 dk ara ara vortekslenerek ekstrakte edilmistir. Karigim 12.000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilmistir ve aseton siipernatant yeni bir tiipe transfer edilmistir [39]. Islemler az 1s1kli-

karanlik ortamda gergeklestirilmistir.
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2.2.13. pAC-EHER-EBIidiYZ Iceren E. coli Suslarindan Ekstrakte Edilen
Zeaksantinin HPLC ile Analizi

Zeaksantin  ekstraksiyonu sonucu elde edilen numuneler 0.45 pum PTFE
(politetrafloroetilen) filtreden (Isolab, 094.01.002) gegirilmistir, vorteks cihazi ile
karistirildiktan sonra HPLC cihazina enjekte edilmistir. Analizler Tablo 2.5’de verilen
sartlarda gerceklestirilmistir. Islemler sirasinda numunelerin 1siktan korunmasma dikkat
edilmistir ve numuneler -20 °C’de saklanmistir. Numunelerdeki zeaksantin tayini, standart
olarak kullanilan zeaksantin maddesinin alikonma siiresi ve konsantrasyonlarma bagl

olarak elde edilen standart egriden faydalanilarak tespit edilmistir.

Standart Maddenin Hazirlanmasi

Zeaksantinin HPLC ile tanimlanmasi i¢in zeaksantin standartt kullanilmistir. 5 mg
zeaksantin standardi 20 ml asetonda ¢ozdiiriilerek 250 pmm standart ¢ozeltisi
hazirlanmistir. 250 ppm’lik ¢ozeltinin 10 ml’si almarak 10 ml DMSO igerisinde
¢cOzdiriilmistiir ve 125 ppm DMSO-Aseton (1:1) standart ¢ozeltisi hazirlanmistir. 125 ppm
DMSO-Aseton (1:1 v/v) zeaksantin ¢ozeltisinden 2 ml alinarak tizerine 10,5 ml mobil faz
eklenmistir ve 20 ppm ara stok hazirlanmistir. Bu ara stoktan mobil faz ile seyreltmeler
yapilarak farkli konsantrasyonlarda (0,1 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm, 0,7 ppm, 1,5 ppm, 10
ppm, 15 ppm) standart karisimlari hazirlanmistir ve Tablo 2.5°deki sartlarla HPLC

cihazinda dl¢limleri yapilarak kalibrasyon grafigi hazirlanmistir.
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Tablo 2.5. HPLC ¢alisma kosullar

Marka Shimadzu

Model LC-20AT

Dedektor SPD-20A, UV-Vis

Kolon InertSustain C18 (5 um, 4.6x150 mm)

Kolon Firini

CTO-10AS

Mobil Faz Asetonitril-metanol (65:35 v/v)
Dedeksiyon 470 nm, 450 nm

Akis Hiz1 1 ml/dk

Kolon Sicakligi 28 °C

Akis Stiresi 20 dk

Enjeksiyon Hacmi 20 pl
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3. BULGULAR ve TARTISMA

Bu calismada P. agglomerans bakterisinin karotenoid yolak genlerini igceren pAC-
EHER plazmidi kullanilarak E. coli’de zeaksantin biyosentezi i¢in gerekli genleri igeren
pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidi Gibson Assembly metodu ile insa edilmistir. insa edilen
plazmid elektrokompetent hiicreleri hazirlanan farkli 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 TOPI0, E. coli EPI300, E. coli DE3) elektroporasyonla aktarilmistir. Bu suslardaki
zeaksantin iiretiminin incelenmesi i¢in her susun baslangic ODgyp: 0,1 olan 50 ml’lik
kiiltiirleri hazirlanmistir ve 30 °C-200 rpm’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu
inkiibasyon siiresinde her 24 saatte bir kiiltiirlerden 1 ml numune ¢ekilerek asetonla
zeaksantin ekstraksiyonu metodu uygulanmistir ve HPLC ile ekstraksiyon iirlinlerinin
analizi gergeklestirilmistir. Deneyler 2 paralel halinde 2 tekrar olacak sekilde toplam dort

tekrarli gerceklestirilmistir ve analizler sonucunda ortalama degerler elde edilmistir.

3.1. pAC-EHER Plazmid DNA’simin Restriksiyon Endoniikleazlari ile Dogrulanmasi

pAC-EHER plazmid DNA’s1, Qiagen QIAprep Spin Mini Prep kit [95] kullanilarak 50
ng/ul konsantrasyonda izole edilmistir. New England Biolabs (NEB) firmasindan ticari
olarak satin alman EcoRI-HF ve HindIll-HF restriksiyon enzimleri, 13581 bp
uzunlugundaki plazmid DNA’sm1 9386, 2672, 1523 bp uzunlugunda ii¢ fragmente
ayrrmaktadir (Sekil 3.1). Enzimatik kesim reaksiyonu agaroz jel elektroforezi ile kontrol

edilmistir, elde edilen jel goriintiisii Sekil 3.2°de gdsterilmistir.
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Sekil 3.1. pAC-EHER plazmidinin haritasi ve EcoRI, HindIII enzimlerinin kesim bolgeleri

10000 bp 9386 bp
8000 bp ——
3000 bp —— — 2672bp
2000 bp ——
— 1523 bp
1500 bp ——

Sekil 3.2. pAC-EHER plazmidinin enzimatik dogrulamasina ait agaroz jel goriintiisii, EcoRI ve HindIII
enzimleriyle kesim sonrasi elde edilen bantlar (1), (M) Markir: Hibrigen 1 kb ladder MG-LDR-1000
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3.2. pAC-EHER-EBIidiYZ Plazmidinin Insaasi

Zeaksantin sentezi i¢in gerekli crtE, crtY, crtl, crtB, crtZ genlerini iceren 12462 bp
pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidinin insasi i¢in zeaksantin diglukozid sentezini saglayan
crtE, crtX, crtY, crtl, crtB, crtZ, idi genlerini iceren 13581 bp pAC-EHER plazmidinden
crtX geninin amplifikasyonunu icermeyecek sekilde iki fragment elde edilmistir. Bu
fragmentler Gibson Assembly metoduna uygun olarak tasarlanan primerler kullanilarak

PCR ile elde edilmistir ve plazmid ingas1 amaglanmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidinin tasarimi

3.2.1. Fragmentlerin Elde Edilmesi ve Gibson Assembly Reaksiyonu

pAC-EHER plazmid DNA’s1 ile (50 ng/ul) ve F2, R2 primerleri kullanilarak crtYIBZ
genlerini iceren 5995 bp bolgenin amplifikasyonu i¢in PCR, Boliim 2.2.6°da belirtilen
sartlarda yapilmistir. PCR iirlinii agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir, jel

gorlntiisii Sekil 3.4°de verilmistir.
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6000 bp ——
5000 bp ——

5995 bp

Sekil 3.4. pAC-EHER plazmid DNA’sindan F2 ve R2 primerleri ile 5995 bp fragmentin PCR iiriiniiniin
agaroz jeldeki goriintiisti (1), (M) Markar: Hibrigen 1 kb ladder MG-LDR-1000

pAC-EHER plazmid DNA’s1 ile (50 ng/pl) F1, R1 primerleri kullanilarak 6547 bp’lik
bolgenin (pI1SA replikasyon orijini ve crtE, idi, CmR geni bulunduran bolge, backbone
yapist) amplifikasyonu i¢in PCR, Boliim 2.2.6’da belirtilen sartlarda yapilmistir. PCR

iirlinli agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir, jel goriintiisti Sekil 3.5°de verilmistir.

Agaroz jel elektroforezi ile amplifikasyonu dogrulanan 5995 bp ve 6547 bp fragmentler
i¢in tiger tiip 50 pl PCR reaksiyonu yapilmistir. 6547 bp PCR {iriinii 37 °C-1 saat Dpnl
enzimi ile muamele edilmistir. PCR {riinleri %1°lik agaroz jelde ylriitiildiikten sonra

QIAquick Gel Extraction Kit [107] ile jelden saflastirilarak fragmentler elde edilmistir.
5995 bp jel saflastirma konsantrasyonu: 70,004 ng/ul

6547 bp jel saflastirma konsantrasyonu: 78,475 ng/ul
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— 6547 bp

Sekil 3.5. pAC-EHER plazmid DNA’sindan F1 ve R1 primerleri ile 6547 bp fragmentin PCR iriiniiniin
agaroz jeldeki goriintiisii (1), (M) Markir: Hibrigen 1 kb ladder MG-LDR-1000

Jelden saflagtirilan fragmentler ile Gibson Assembly reaksiyonu gergeklestirilmistir:
5995 bp 02,6 ul
6547 bp 12,4 ul
Gibson Assembly Master karigim1 = : 15 pl
Toplam Hacim :20 pl

Gibson Assembly reaksiyonu thermal cycler cihazinda 50 °C-1 saat inkiibasyon sartlarinda

gerceklestirilmistir.
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3.2.2. Gibson Assembly Uriiniiniin Transformasyonu ve Enzimatik Kesim

Reaksiyonu ile Dogrulanmasi

Gibson Assembly reaksiyonu iirliniiniin elektrokompetent E. coli NEB bakterisine
transformasyonu gerceklestirilmistir. Secici antibiyotik iceren LB agar besiyerine ekilen
transformasyon {riinii 37 °C-16 saat inkiibasyona birakilmistir. 16 saatlik inkiibasyon

sonrasina ait petri goriintiileri Sekil 3.6’da verilmistir.

Gibson Assembly transformasyonuna ait petrilerden zeaksantin karotenoidinin sari
renginden dolay1 iretiminin gergeklestigi disiinlilen fenotipik olarak sar1 renkli
kolonilerden dort adet secilerek secici antibiyotik iceren 5 ml LB besiyerine ekilmistir ve
37 °C-225 rpm’de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan alman kolonilerin
Qiagen QIAprep Spin Mini Prep kit ile plazmid DNA’s1 izolasyonu yapilmistir. Elde
edilen DNA’larin Sall enzimi ile kesim reaksiyonu gergeklestirilmistir. Sall enzimi
plazmidi 6550, 5912 bp uzunlugunda iki fragmente ayirmaktadir (Sekil 3.7). Enzimatik
kesim reaksiyonu agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir, elektroforez iglemine ait jel

goriintlisti Sekil 3.8°de verilmistir.

a)

Sekil 3.6. pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidinin Gibson Assembly reaksiyonu {irliniiniin transformasyonuna ait
petri gorilintiisii a) Rest petri b)100 pl petri
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Sekil 3.7. pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidinin haritas1 ve Sall enziminin kesim bdlgeleri

8000 bp
6000 bp
5000 bp

_ 6550 bp
5912 bp

Sekil 3.8. pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidinin Sall kesimi sonrasi elde edilen bantlar, (M) Markir: Hibrigen 1
kb ladder MG-LDR-1000
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pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidinin insasinda Gibson Assembly transformasyonu
petrilerinden segilen fenotipik olarak sar1 renkli dort koloni enzimatik olarak
dogrulanmistir ve bu kolonilerin stok kiiltiirleri hazirlanmistir. Koloniler stoktan alinip
petriye cizilerek 30 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir ve fenotipik olarak zeaksantin

tiretimi gdzlemlenmistir. Kolonilere ait petri goriintiisii Sekil 3.9°da verilmistir.

3.3. pAC-EHER-EBIidiYZ Plazmidi iceren E. coli Suslarinda Zeaksantin Uretiminin

incelenmesi

Dogrulanan kolonilerden jelde (Sekil 3.8) 3. kuyuda bulunan plazmid DNA kaynagi
secilerek elektrokompetent hiicreleri hazirlanan farkli 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) elektroporasyon ile transformasyonu
gerceklestirilmistir ve zeaksantin iiretiminin incelenmesi i¢in secici antibiyotik igeren 50
ml ODggp: 0,1 baslangi¢ kiiltiirleri 250 ml’lik erlenlerde hazirlanarak 30 °C-200 rpm’de

inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 3.9. pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidinin enzimatik dogrulamasinda goriilen pozitif kolonilerin petrideki
goriintiileri
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3.3.1. Baslangi¢ Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Baslangic kiiltlirlerinin kurulmasi i¢in pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidi iceren E. coli
suslarina (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) ait stok
kiiltiirlerden 6ze yardimiyla segici antibiyotik iceren 10 ml sivi besiyerine ekimler
yapilmustir, 37 °C-200 rpm’de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan alinan
kiiltiirlerin ODgg Ol¢limleri yapilmistir. 50 ml’de ODggo: 0,1 olacak sekilde besiyerlerine
inokiilasyonlar yapilmisgtir ve 30 °C-200 rpm’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondaki kiiltiirlere ait pelet goriintiisii Sekil 3.10°da verilmistir.

Sekil 3.10. pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidi igceren E. coli suslarina (1-E. coli MG1655, 2-E. coli NEB 10-
beta, 3-E. coli DH5a, 4-E. coli DH50-Pro, 5-E. coli NEB-Turbo, 6-E. coli XL1-Blue, 7-E. coli TOP10, 8-E.
coli EPI300, 9-E. coli DE3) ait hiicre peleti goriintiileri
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3.3.2. Zeaksantin Ekstraksiyonu ve HPLC ile Ol¢iimleri

Spektrofotometrik Analiz

Karotenoidlerdeki konjuge c¢ift bag sistemi, karotenoidlere renk veren ve
karotenoidlerin tanimlanmasi, miktar tayinleri icin islev géren goriiniir bolge absorpsiyon
spektrumunu saglayan 1s1tk emici kromoforunu olusturmaktadir. Zeaksantin karotenoidi
aseton ¢oziiciisiinde 452 nm dalga boyunda maksimum absorpsiyon gostermektedir [32].
Sekil 3.11°de pAC-EHER-EBIidiYZ igeren ve icermeyen E. coli MG1655 suslarinin 24
saatlik s1v1 kiiltlirlerinden alinan 1 ml kiiltiiriin zeaksantin ekstraksiyonu i¢in santrifiij
edilmesiyle elde edilen hiicre peletlerinin goriintiisii verilmistir ve bu peletlerden ekstrakte
edilen bu numunelerin Denovix-DS-11 FX+ ile 452 nm’de yapilan spektorofotometrik
Olciimii Sekil 3.12°de verilmistir, sekilde pAC-EHER-EBIidiYZ iceren E. coli MG1655

kiiltiirline ait ekstraksiyon iirliniine ait maksimum pik 450 nm civarinda goriilmektedir.

pAC-EHER-EBLdiYZ MGI1655

Sekil 3.11. pAC-EHER-EBIidiYZ igeren ve igermeyen E. coli MG1655 kiiltiirlerine ait peletler
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Sekil 3.12. 24 saatlik pAC-EHER-EBIidiYZ iceren ve icermeyen E. coli MG1655 Kkiiltiirlerine ait
ekstraksiyon iiriiniinlerinin spektrofotometrik dl¢limiine ait grafik gorintiisi

HPLC Analizleri

E. coli kiltir orneklerinden zeaksantinin ekstraksiyonu baslangic kiiltiirlerinin
kurulmasiyla baslangicindan itibaren 24 saatte bir asetonla gerceklestirilmistir. Olgiimler 2
tekrarlt 2 paralel deney halinde yapilmistir. HPLC ile 6l¢iimler sonucunda elde edilen
ortalama zeaksantin konsantrasyonlarinin zamana bagh grafigi Sekil 3.13’de ve kiiltiirlerin

ortalama ODyg degerlerinin zamana bagh grafigi Sekil 3.14’de verilmistir.
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Sekil 3.14. Suslarin ortalama ODg, degerlerinin zamana bagli grafigi
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Sekil 3.13’te HPLC analizi ile elde edilen sonuglar dogrultusunda bu ¢alismada inga
edilen pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidini igeren E. coli suslarinin zeaksantin sentezini
gergeklestirdigi gortliirken, alt1 susun (E. coli MG1655, E. coli DH5a, E. coli EPI300, E.
coli NEB 10-beta, E. coli DH5a-Pro, E. coli TOP10) daha yiiksek miktarda, ii¢ susun (E.
coli DE3, E. coli XL1, E. coli NEB-Turbo) daha az miktarda zeaksantin {irettigi
goriilmektedir. Bu duruma suslarin farkli kullanim amagclarina uygun olarak tasarlanmasi
sebebiyle sahip olduklar1 genetik farkliliklar neden olabilmektedir. Ornegin, E. coli DE3
susu genellikle T7 promotorunun kontroliindeki ekspresyonlar igin tercih edilirken E. coli

DH5a susu plazmid transformasyonu ve alt klonlama ¢aligsmalari i¢in etkilidir [94, 95].

Sekil 3.13’te pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidini iceren E. coli suslarinin 72 saatlik
inkiibasyon siiresinde genel olarak 24. saatteki zeaksantin iiretiminin 48. ve 72. saatteki
tiretimlere gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Yapilan analizler incelendiginde 24.
saatteki zeaksantin iiretimlerine gore E. coli MG1655, E. coli NEB 10-beta, E. coli DH5a
suslarinin bu ¢alismada daha yiiksek miktarda zeaksantin iirettigi gézlemlenmektedir. Ayni
zamanda pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidini igeren E. coli suglarinin 72 saatlik inkiibasyon
stiresinde Sekil 3.14’teki ODggo degerlerine ait grafigin Sekil 3.13’teki zeaksantin
konsantrasyonlarina ait grafik ile benzer egri gostermesi mikrobiyal gelisim ile {iretim
miktar1 arasindaki iligkiyi aciklamaya yardimci olmaktadir. Kiiltiir ortaminda zamana bagl
olarak gerceklesen mikrobiyal gelisimin azalmasiyla alinan kiiltiir 6rneklerinden ekstrakte

edilen zeaksantin miktarinda da azalma goériilmektedir.
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4. SONUCLAR ve ONERILER

Karotenogenik olmayan bir bakteri olan E. coli’de zeaksantin karotenoidinin heterolog

liretiminin amaclandigi bu ¢alismada;

e Zeaksantin diglukosid iiretimini saglayan pAC-EHER plazmidi DNA kaynagi
olarak kullanilmistir ve bu plazmidden iki fragment elde edilerek zeaksantin
sentezini saglayan genleri iceren pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidi restriksiyon
endoniikleazlar1 aracili klonlamaya alternatif olarak oldukg¢a kullanigli bir metot
olan Gibson Assembly metodu ile basariyla olusturulmustur.

e pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidinin aktarildigt E. coli suslarinda gergeklesen
zeaksantin sentezine bagli olarak zeaksantinin renginden dolay1 fenotipik olarak
sar1 renkli koloniler olustugu goriilmiistiir.

o pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidinin aktarildigi E. coli suslarindan zeaksantinin
ekstraksiyonu asetonla yapilmistir ve ekstraksiyon sonucu zeaksantin miktarlar
HPLC ile analiz edilmistir. pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidinin aktarildig1 E. coli
suslar1 arasinda 72 saatlik inkiibasyon siiresinde en yiiksek tiretim HPLC analizleri
sonucunda E. coli MG1655 susunda 24. saatte 2,786+0,145 mg/l, E. coli DH5a
susunda 24. saatte 2,669+0,104 mg/l, E. coli NEB 10-beta 24. saatte 2,757+0,102
mg/l olarak bulunmustur. pAC-EHER-EBIidiYZ plazmidinin aktarildigi E. coli
suslar1 arasinda yapilan analizlerde E. coli MG1655, E. coli DH5a, E. coli EPI300,
E. coli NEB 10-beta, E. coli DH5a-Pro, E. coli TOP10 suslarinda yakin degerlerde
seyreden daha yiiksek miktarda zeaksantin iiretimi, E. coli DE3, E. coli XL1, E.
coli NEB-Turbo suslarinda daha diisiik miktarda zeaksantin {iretimi oldugu
gorilmiistiir.

o Kiiltiirlerin ortam sartlar1 ve plazmidin gen diizeni optimize edilerek zeaksantin
tretimi artirilabilir.

e Metabolik miithendisligi farkli organizmalara ait karotenoid yolak genlerinin secilen
konaklarda yapilandirilmasiyla cesitli karotenoidlerin iiretimi i¢in umut vaad

etmektedir.
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EK Sekil 1. 10 ppm zeaksantin standardina ait HPLC kromatogrami
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EK Sekil 2. Zeaksantin standardi ile hazirlanan kalibrasyon egrisi
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EK Sekil 3. pAC-EHER-EBIidiYZ igeren E. coli TOP10

zeaksantine ait kromatogram

susundan ekstrakte edilen
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EK Sekil 4. pAC-EHER-EBIidiYZ iceren ve igermeyen E. coli MG1655 kiiltiirlerine ait

ekstraksiyon iirliniinlerinin spektorofotometrik dalga boyu taramasina ait grafik goriintiisii
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EK Tablo 1. HPLC

ile Olclimler sonucunda elde edilen ortalama zeaksantin

konsantrasyonlari
Zamana bagli ortalama zeaksantin konsantrasyonlar1 +
pAC-EHER-EBIidiYZ standart sapma (mg/1)
igeren suslar 0 24 48 72
E. coli MG1655 0,202+ 2,786+ 2,465+ 2311+
0,008 0,145 0,113 0,136
E. coli NEB 10-beta 0,205+ 2,757+ 2,590+ 2,557+
0,008 0,102 0,127 0,132
E. coli DH5a 0,150+ 2,669+ 2,391+ 2,428+
0,100 0,104 0,108 0,147
E. coli DH50-Pro 0,201+ 2,390+ 2,452+ 2,277+
0,010 0,219 0,215 0,173
E. coli NEB-Turbo 0,142+ 1,118+ 1,265+ 1,056+
0,095 0,149 0,073 0,097
E. coli XL1-Blue 0,147+ 1,933+ 1,858+ 1,823+
0,098 0,152 0,095 0,134
E. coli TOP10 0,201+ 2,466+ 2,404+ 2,239+
0,015 0,165 0,136 0,191
E. coli EPI300 0,206+ 2,460+ 2,602+ 2,306+
0,007 0,149 0,125 0,170
E. coli DE3 0,096+ 0,811+ 0,839+ 0,725+
0,111 0,073 0,092 0,088
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EK Tablo 2. pAC-EHER-EBIidiYZ igeren E. coli suslarinin ortalama ODgy degerleri (0.

saat degerleri ODggo: 0,1 olacak sekilde ayarlanmistir.)

pAC-EHER-EBIidiYZ

Saate bagli ortalama ODggy degerleri + standart sapma

24 48 72
igceren suslar

E. coli MG1655 5,274+ 4,717+ 4,441+
0,067 0,066 0,015
E. coli NEB 10-beta 3,789+ 3,115+ 3,030+
0,012 0,056 0,100
E. coli DH5a 4,690+ 4,150+ 3,890+
0,142 0,162 0,051
E. coli DH5a-Pro 4,840+ 4,100+ 4,032+
0,013 0,076 0,011
E. coli NEB-Turbo 4,775+ 4,066+ 3,864+
0,049 0,016 0,104
E. coli XL1-Blue 5,280+ 4,463+ 3,859+
0,081 0,124 0,087
E. coli TOP10 4,725+ 4,011+ 3,716+
0,030 0,127 0,079
E. coli EPI300 3,613+ 2,916+ 2,742+
0,055 0,124 0,120
E. coli DE3 5,283+ 5,161+ 5,092+
0,078 0,014 0,056
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