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OZET

S. cerevisiae’de LIKOPEN URETIMI ICIN GAL PROMOTORU ILE
INDUKLENEBILIR EKSPRESYON VEKTORUNUN TASARIMI
Tugee KOLAC
Farmasotik Mikrobiyoloji
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Temmuz 2024
Danigman: Dog. Dr. Hiillya KARACA ATSAROS

Ikinci Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Handan Acelya KAPKAC

Likopen, kirmizi meyve ve sebzelerde bulunan ve yaygin takviye gida olarak
kullanilan bir karetenoiddir. Anti-oksidan 06zelligiyle bilinmekte olan likopen ayni
zamanda kardiyoprotektif, anti-kanser, anti-inflamatuar etkilere de sahiptir. Ticari tiretimi
geleneksel domates ekstraktlarindan olan likopenin, son zamanlarda metabolizma
mihendisligi gibi yenilik¢i yontemlerle daha verimli iiretimi saglanmaktadir. Bu
miihendislik stratejileri, mikroorganizmalarin metabolik yolaklarin1 diizenleyerek
likopen iiretimini artirmay1 amaclamaktadir. Ozellikle S. cerevisiae, likopen sentezinde
ideal bir arka plan hiicresi olarak kullanilmaktadir.

Likopen okaryotik organizmalarda mevalonat (MVA) yolaginda, prokaryotik
organizmalarda 1-deoksii-D-ksiliiloz-5-fosfat (DXP) yolaginda sentezlenmektedir. Bu
yolaklarda bulunan CrtE, Crtl ve CrtB genleri likopen sentezi igin dnemli ara iiriinleri
sentezlemektedir. GAL promotoru giiglii bir promotdr oldugundan likopen iiretim
calismalarinda CrtE, Crtl ve CrtB genlerinin ifadesi i¢in kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada
bu amagla, likopen ekspresyon vektorii tasarlanmistir. Tasarlanan vektor, indiiklenebilen
GAL promotorunu, CrtE, Crtl ve CrtB genlerini, tGPM1, tPGK1 ve tCYC1 terminasyon
bolgelerini icermektedir. Ayrica tasarlanan vektor, S. cerevisiae genomunda galaktoz
metabolizmasinin diizenlenmesinden sorumlu GAL80 geninin silinmesini ve ayni
bolgeye likopen iiretimini saglayacak kasetin integrasyonunu saglamak tizere GAL80-up

ve GAL80-down bolgelerini icermektedir.

Anahtar Sozciikler: Likopen, Metabolizma Miihendisligi, Ekspresyon Vektorii



ABSTRACT

Design of an Inducible Expression Vector with the GAL Promoter for Lycopene
Production in S. cerevisiae
Tugee KOLAC
Department of Pharmaceutical Microbiology
Anadolu University, Graduate School, June 2024
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hiilya KARACA ATSAROS
Co-Supervisor: Dr. Lecturer Handan Agelya KAPKAC

Lycopene is a carotenoid found in red fruits and vegetables and is widely used as a
dietary supplement. Known for its antioxidant properties, lycopene also has
cardioprotective, anti-cancer, and anti-inflammatory effects. While its commercial
production traditionally comes from tomato extracts, recent innovative methods like
metabolic engineering have enabled more efficient production. These engineering
strategies aim to enhance lycopene production by regulating the metabolic pathways of
microorganisms. Specifically, S.cerevisiae is used as an ideal background cell in lycopene
synthesis.

Lycopene is synthesized through the mevalonate (MVA) pathway in eukaryotic
organisms and the 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate (DXP) pathway in prokaryotic
organisms. The genes CrtE, Crtl, and CrtB in these pathways are important for
synthesizing intermediate products necessary for lycopene synthesis. Since the GAL
promoter is a strong promoter, it is used for the expression of CrtE, Crtl, and CrtB genes
in lycopene production studies. In this study, a lycopene expression vector was designed
for this purpose. The designed vector includes the inducible GAL promoter, CrtE, Crtl,
and CrtB genes, and the termination regions tGPMI1, tPGK1, and tCYC1. Additionally,
the designed vector contains GAL80-up and GAL80-down regions to delete the GAL80
gene, which is responsible for the regulation of galactose metabolism in the S. cerevisiae
genome, and to integrate the cassette necessary for lycopene production into the same
region

Keywords: Lycopene, Metabolic Engineering, Expression Vector
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler igin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢aligmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigim ve
hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Likopen, kirmizi meyve ve sebzelere rengini veren bir pigment olup insan sagligi
acisindan oldukga faydali bir sekonder metabolittir (Shi ve Maguer 2000; Rao, Ray ve
Rao 2006). Anti-oksidan, kardiyoprotektif, anti-kanser, anti-inflamatuar 6zelliklerinden
dolayr siklikla kullanilan bir takviye gidadir (Elango ve Asmathulla 2017). Insan
sagliginin yan sira kozmetikte anti-aging ve dogal renklendirici olarak kullanilmaktadir
(Abir ve Mahamud 2023). Likopen ihtiyacim1 karsilamak i¢in genellikle domates
ekstraktt tercih edilse de, son yillarda metabolizma miihendisligi gibi yenilik¢i
disiplinlerin kullanilmasi, likopen iiretiminde daha verimli ve siirdiiriilebilir ¢oztiimler

sunmaktadir (Landrier ve Breniere 2023).

Metabolizma  miihendisligi, = mikroorganizmalarin  metabolik  yolaklarini
biyoteknolojik yontemler kullanarak diizenlenmesini ve kontrol altina alinmasini
kapsamaktadir (Ciocan ve Elinav 2023). Metabolizma miihendisligi sayesinde yeni
triinlerin gelistirilmesi, endiistriyel siire¢lerde verimliligin artirilmasi, siirdiiriilebilir
tiretim yontemleri ve kisisellestirilmis tibbi tedavilerin gelistirilmesi saglanmaktadir
(Eskandar 2023). Likopen gibi yaygin kullanilan takviye gidalarin metabolizma
miihendisligi ile liretilmesi olduk¢a avantaj saglamaktadir (Du ve Sun 2023).

Metabolizma miihendisligi ile likopen iiretmek i¢in, yiiksek verimlilik saglayan,
genetik yapisi kolay anlagilabilir olan ve miihendislik ¢alismalarinda siklikla kullanilan
S. cerevisiae ideal arka plan hiicresidir (Zhao ve Ma 2024). Likopen sentezinin
gerceklestigi okaryotlarda mevalonat (MVA) ve prokaryotlarda 1-deoxy-D-xylulose-5-
phosphate (DXP) yolaklarinda likopen onciilerinin liretiminden sorumlu genler olan CrtE
(karotenoid biyosentez geni E), Crtl (fitoen desaturaz) ve CrtB (fitoen sentaz) kilit rol
oynamaktadir.

Bu calismanin amaci S. cerevisiae’ye likopen iirettirebilmek iizere, integratif kaset
iceren ve tekrar kullannmi miimkiin olan bir vektor tasarlamaktir. Bu kaset
indiiklenebilen, gii¢lii GAL promotoru ile CrtE, CrtB ve Crtl genlerinin ifadesini artirmak
tizere bolgeler icermektedir. GAL promotorunun kullanabilmesi i¢in galaktoz
metabolizmasinin  diizenlenmesi  gerekmektedir.  Galaktoz =~ metabolizmasinin
diizenlenmesinden sorumlu genlerden biri olan GAL80 geni silinerek giiclii GAL
promotorunun indiiklenmesi saglanabilmektedir (Peng ve Wood 2018; Bahieldin ve

Gadalla 2014).



2. GENEL BILGILER
2.1.Terpenoidler:

Izoprenoidler olarak da adlandirilan terpenler, (CsHs)n formiiliine sahip lipid
tirevleridir. Terpenler, bitkilerin re¢inelerinin, ugucu yaglarinin ve kokularmin ana
bilesenlerini olusturmaktadir. Terpenoidler, terpenlerin hidroksilasyonu, esterlesmesi
veya oksidasyonu ile elde edilen bilesiklerdir. Terpenlere gore daha karmasik fonksiyonel
gruplara sahip bilesikler olan terpenoidler esas olarak bitkilerde bulunur ve bitkilerdeki
ucucu yaglarin ¢ogunlugunu olusturmaktadir (Perveen ve Al-Taweel 2018). Ancak
hayvanlar, arkealar, funguslar, bakterilerde de bulunan terpenoidler ¢esitli biyolojik

islevlere sahip sekonder metabolitlerdir (Joshee, Dhekney ve Parajuli 2019).

Antikanser, antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar, kardiyoprotektif ve
antidiyabetik etkilere sahip terpenoidler farmasotik, kozmetik, tarim, niitrasotik,
tatlandirici, gida takviyesi ve biyofuel iiretiminde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Canlilarda iki farkli yolak {izerinden sentezlenen terpenoidler; arkea, fungi, bitki
sitoplazmasi ve diger okaryotlarda genel olarak mevalonat yolagt (MVA) iizerinden

sentezlenmektedir (Couillaud ve Leydet 2021).

2.2. Likopen

Likopen C40Hse kimyasal formiiliine sahip kirmizi-pembe pigment ¢ikaran terpenoid
ailesine ait bir tetraterpenoid’dir (Brahmachari 2021). Domates, karpuz, kayisi, greyfurt
ve guava gibi besinlerde dogal olarak bulunan likopen, islenmis {iriinler arasinda domates
salcasi, ketcap ve domates suyu gibi iirlinlerde de mevcuttur. En zengin likopen
kaynaginin ise domates kabugu oldugu bilinmektedir. Besin yardimi ile yeterince
alimamayan likopen takviye gida olarak alinabilmektedir (Khan ve Sevindik 2021;
Machmudah ve Winardi 2012).

Antioksidan, kardiyoprotektif, antikanser, anti-inflamatuar, ndérobiyolojik, uyku

diizenlenmesi, ozellikleri sayesinde likopen insan sagligi ic¢in olduk¢a Onem arz

etmektedir (Khan ve Sevindik 2021; Przybylska 2020).

Likopenin, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu biyolojik membranlardaki
oksidatif hasara kars1 hiicreleri korudugu bilinmektedir. Bu sayede, gida bilesenlerinin
oksijenle reaksiyona girmesini engelleyerek bozulabilir {riinlerin bozulmasini

geciktirmektedir. Ayrica, likopen hidrojen peroksit, hidroksi radikalleri ve nitrojen

2



dioksit gibi reaktif tiirleri notralize edebilir. Bunun yani sira, hiicredeki enzimatik
(sliperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz gibi) ve enzimatik olmayan antioksidanlarin
(E ve C vitaminleri gibi) aktivitelerini destekleyici ve gii¢lendirici bir etkiye sahiptir. Bu
Ozellikleri sayesinde likopen, antioksidan ozellik gostermektedir ve serbest radikal

temizleyici olarak gorev yapmaktadir (Bacanli, Bagaran ve Bagsaran 2017).

Kardiyoprotektif 6zelligi sayesinde kardiyovaskiiler hastaliklardan biri olan ve
profilaksi 6nlem gerektiren ateroskleroz (arterlerde kolesterolle tikanmis makrofajlarin
subendotelyal birikimi) tedavisinde likopen, insan makrofajlarinda oksisterol ile
indiiklenen proinflamatuar sitokin ve ROS iretimini bozarak ateroskleroz plak
olusumunu engellemektedir. Bunun yami sira likopen, endotel fonksiyonunun
tyilestirilmesi (nitrik oksit biyoyararlanimi ve kan akisi), metabolik aktivite (kolesterol
sentezini inhibe ederek) ve kan basincinin kontrolii gibi ¢esitli kardiyovaskiiler olarak

faydali etkilere sahiptir (Mozos ve Stoian 2018; Palozza ve Simone 2011).

Likopenin anti-kanser 6zellikleri, bir¢ok doku kiiltiirii deneyiyle desteklenmistir. Bu
deneyler, likopenin kanserli hiicrelerde biliylimeyi engellemek igin hiicre dongiistinii
inhibe ettigini ve apoptozu (programlanmig hiicre O6liimii) indiikleyerek kanser
hiicrelerinin 6liimiinii tesvik ettigini gostermektedir. Ayrica, likopenin meme kanseri
hiicrelerinde, insiilin benzeri biiylime faktorii 1 reseptorii (IGF-1R) yolunu zayiflatarak
hiicre cogalmasini1 engelleyici bir rol oynadigi belirlenmistir. Bu nedenle, likopenin
kanser hiicresi biiyiimesini engellemede ve meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe

etmede dnemli bir potansiyele sahip oldugu goriilmektedir (Tjahjodjati ve Sugandi 2020).

Likopenin lipofilik yapisi, hiicre zarmin inflamatuar mediator sinyal yollarini
diizenleyerek ve antioksidan ekspresyonunu aktive ederek anti-inflamatuar etkiler
gostermesine olanak taninmaktadir. Bu anti-inflamatuar O6zellikleri, likopeni kanser
tedavisi, metastaz ve tiimor ilerlemesinin engellenmesi, obezite ile iligkili metabolik
bozukluklarin ve nérodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi gibi bir¢ok alanda gii¢lii bir ajan
haline getirmektedir. Likopen, noro-inflamatuar sinyallemenin baskilanmasi yoluyla
ozellikle ndrodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde etkili olmaktadir (Mozos ve Stoian

2018; Chen, Huang ve Chen 2019).

Likopen, merkezi sinir sistemi (MSS) {lizerinde etkilidir ve cesitli norolojik

hastaliklarin 6nlenmesinde rol oynamaktadir. Ornegin, Alzheimer ve epilepsi gibi



hastaliklarda oksidatif stresi azaltarak etkili olmaktadir. Ayrica, Parkinson hastaligina
neden olan 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) kaynakli dopamin
diisiikliigiinli  6nlemeye yardimci olmaktadir. Likopen ayrica ndro-inflamasyonu
baskilayarak ve lipid diizensizligiyle iliskili bilissel bozulmalara karsi koruma

saglamaktadir (Chen, Huang ve Chen 2019).

Likopen, uyku diizenlemesinde de onemli bir rol oynar ¢ilinkii viicudunuzun besin
alimi ve metabolizmasi1 lizerinde etkisi vardir. Likopen igeren gidalar1 tiiketmek,
metabolizmayi diizenler ve bu da uyku kalitesini iyilestirmektedir. Ozellikle, likopenin
uyku baglangicini kolaylastirma ve uyku siiresini diizenleme potansiyeli vardir. Bu, daha
hizli uyku durumuna ge¢meyi ve daha uzun siire dinlendirici bir uyku gecirmenizi
saglamaktadir. Dolayisiyla, likopenin diyet ve metabolizma iizerindeki etkileri uyku

diizenini optimize etmeye yardimci olmaktadir (Grandner ve Jackson 2014).

Likopen saglik alan1 disinda tarimda, kozmetikte ve gida sektoriinde yaygin olarak
kullanilmaktadir  (Khan ve Sevindik 2021). Likopen, son zamanlarda kozmetik
endistrisinde popiiler hale gelmistir ve cilt bakim iriinlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu dogal pigment, antioksidan o6zellikleriyle bilinir ve cildi serbest
radikallerin neden oldugu hasara karsi korumaktadir. Likopen, gilinesin zararli UV
1s1nlarina karsi cildi korurken ayni zamanda cilt tonunu esitlemeye ve lekeleri azaltmaya
yardimci1 olmaktadir. Anti-inflamatuar 6zellikleri sayesinde, ciltteki tahrisi hafifletir ve
kizariklig1 azaltmaktadir. Ayrica, likopen sa¢ bakim iirtinlerinde kullanilmaktadir ve sa¢
derisini besleyerek saglikli sa¢ biiylimesini tesvik etmektedir. Likopen, kozmetik
tirtinlerde kullanilarak dogal bir parlaklik ve geng bir goriiniim saglamaktadir (Andreassi

ve Stanghellini 2002; Bin-Jumah ve Alwakeel 2021).

2.3. Likopen Eldesi

Ticari likopenin biiyiik bir kismi, domatesten ekstre edilmektedir. Domatesin uzun
gelisim siireci ve ekstraksiyon isleminin stabil olmamasi ve sonrasinda organik
¢oziiciilerden eleme gibi temel sorunlari nedeni ile bu sekilde eldesi karmasik bir siiregtir.
Mikrobiyal iiretim igin ise genel olarak karotenoid iiretebilen Blaskesleo trispora,
Xanthophyllomyces dendrorhous ve Dunaliella salina tiirlerinin fermentasyon
kosullarinin iyilestirilmesi {izerine yogunlagilmistir. Likopenin fermantasyonla eldesinde
ise ortama ek siklaz inhibitorlerinin eklenmesi gerekmektedir ki bu durum gida giivenligi

konusunda ciddi sikint1 yaratabilmektedir (Martinez-Cédmara ve Rubio 2018).
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Takviye olarak alinan insan sagligina faydali birgok gidanin eldesi meyve, bitki veya
fungus ekstresi ile saglanmaktadir. Ancak ekstrakt olarak elde edilmesi bitki, meyve veya
fungusun gelisim siiresi bakimindan hem uzun bir siire¢ olup hem de ¢esitli kimyasallara
tabii tutulup arindirma isleminin zahmetinden dolay1 oldukga zorlu bir stiregtir. Domates
ekstresi olarak iiretilen likopenin ekstraksiyon siirecinde 1s1 ve 1s18a duyarliligi, yagda
¢oziinmesi gibi engellerle karsilagilir. Uretimden sonra saklanma asamasinda ise kolayca

bozulabilmesi gibi dezavantajlar olusturmaktadir (Ha ve Kim 2015).

Bu dezavantajlarin 6niine gegmek adina daha pratik bir yol olan rekombinant takviye
gida tiretim stratejileri yaygin olarak kullanilmaktadir. Rekombinant {iretim bitki, hayvan,
fungus veya mikroorganizmalarin zaten sentezledigi ve ancak saflastirmasinin miimkiin
olmadig1 insan sagligina faydali olan gidalarin istenen iirline yonelik manipiile edilmis
gen/genlerin uygun bir tagiyici (vektor) aracilig ile hiicre kiiltiirli, mikroorganizma gibi
konakgilarda, uygun ortamlarda sentezlenmesinin saglanmasi ve eldesidir. Kisa siirede
¢ok daha fazla iirlin eldesi miimkiin olmakla beraber saflastirilma agsamas1 ¢ok daha pratik

olmaktadir (Schillberg ve Spiegel 2022).

2.4.Metabolik Yol Miihendisligi

Metabolizma miihendisligi, metabolik yolaklarda iiretilen metabolitlerin ticari
boyutlarda iiretilmesini amaglayan bir alan olup, bunu metabolik yolak bilgisi ile genetik
miihendisligi pratigini birlestirerek gerceklestirmektedir. Istenilen son iiriiniin eldesi i¢in

metabolik yolaklarda yapilan degisiklikler su sekilde siralanabilir;

1) Uriine giden metabolik yolda bulunan genlerin gii¢lii promotorlar kontrolii altinda
¢oklu ifadesi,

2) Uriin ile ayn1 kaynaklar paylasan dallanma noktalarmin (rekabetci yolaklarin)
tamamen elemine edilmesi, ancak hiicrenin yasamsal aktiviteleri i¢in gerekli ise
bu genlerin ifadesinin kontrollii bir sekilde azaltilmasi,

3) Uretimi saglayan heterolog enzimlerin, yiiksek {iretici organizmalardan,
tasarlanan yeni arka plan hiicresinde ifadesi (Venayak ve Anesiadis 2015; Nielsen

ve Keasling 2016).

Metabolizma miihendisligi, orijinal kaynagindan yeteri kadar elde edilemeyen
irlinlerin pazar ihtiyacini karsilamak tizere iiretimini gerceklestirebilmektedir. Bu iiretim

bitki ve mikroorganizmalar basta olmak iizere genellikle bir arka plan hiicresi olarak



mikroorganizmalarda gerceklestirilmektedir. Mikroorganizma aracil iiretilen iirtinlerin

avantajlari su sekilde siralanabilir,

1. Dogal yollarla az miktarlarda elde edilen {irtinlerin mikroorganizmalarin lireme
hizlar1 ve kosullari nedeni ile ¢ok daha hizli ve fazla miktarda iiretilmesi,

2. Uriiniiniin daha fazla {iretiminin sonucunda piyasa degerinin diismesi ve kolay
erisim saglanmasi,

3. Insan saghig igin takviye edici gidalarin hayvan ve bitki temelli iiretiminde
istenmeyen bazi yan iriinlerin olabilme sorununa karsilik metabolizma
mithendisligi ile dogrudan sentezi,

4. Kisisel tip imkanlar1 kullanilarak insan sagligt icin en uygun iirlin
kombinasyonunun secilmesi ve {riiniiniin iyilestirilerek pazara sunulmasidir

(Yadav ve De Mey 2012).

Metabolizma miihendisligi son yirmi yilda, biyo-yakit iiretimi, tarim iirlinlerinin
tyilestirilmesi (bocek ilaglari), hayvansal gidalarin korunmasi, ilag iiretimi gibi ¢ok cesitli
alanlarda kullanilmaya baslanmistir. Tasarlanmig tiirler ile su anda biyohidrojen,
lignoseliiloz, nisasta, biyoetanol, ilag hammaddeleri ve bazi ilaglar gibi biyo-tiriinler ticari

olarak iiretilebilmektedir (Hollinshead, He ve Tang 2014).

Likopen sentezinde, dogal metabolik yollarin optimize edilmesi veya yeni metabolik
yollarin entegrasyonu gibi metabolik miihendislik stratejileri kullanilmaktadir. Bu
yontemler, hiicrelerin metabolik ag1 lizerinde degisiklikler yaparak likopen sentezini daha

verimli bir sekilde saglamaktadir (Farmer ve Liao 2000).

Metabolizma miihendisligi stratejileri adimlarinda hiicre se¢imi olduk¢a 6nemlidir.
Siklikla, Escherichia coli veya Saccharomyces cerevisiae gibi mikroorganizmalar tercih
edilmektedir. Se¢ilen mikroorganizmanin genomu iizerinde metabolizma miihendisligi
teknikleri kullanilarak gerekli degisiklikler yapilmaktadir. Bu degisiklikler, likopen
sentez yolaklarin1 optimize etmek veya gliglendirmek amaciyla gerceklestirilir. Secilen
hiicre hattinda sentetik yolaklarin entegrasyonu ile likopen sentez yolaklari hedef
mikroorganizmanin genomuna entegre edilmekte veya plazmitlere klonlanmaktadir.
Ayrica likopenin sentezini saglamak i¢in gerekli olan enzimlerin ve metabolitlerin hiicre
icinde dogru sirayla iiretilmesini de saglanmaktadir (Alper ve Jin 2005; Kim ve Keasling

2001).



Arka plan hiicrelerinde yapilan modifikasyonlarin ardindan fermantasyon stireci ile
genetik olarak miidahale edilmis mikroorganizmalar, uygun besin ortamlarinda
fermantasyon siirecine tabi tutulmaktadir. Mikroorganizmalar bu siirecte likopen
iiretmeye baglamaktadir. Fermantasyon siiresi ve sartlari, likopen iiretimini optimize
etmek i¢in kontrol edilmektedir. pH, sicaklik, oksijen seviyeleri ve besin maddeleri gibi

parametreler bu asamada belirlenmektedir (Jing ve Guo 2021).

Uretimi gergeklesen iiriiniin ayirma ve saflastirma adiminda, fermantasyon siirecinin
sonunda likopen igeren hiicreler ve diger bilesenlerin ayrilmasi gerekmektedir. Bu
genellikle filtrasyon veya santrifiij gibi ¢esitli yontemlerle gerceklestirilmektedir.
Ardindan, likopenin saflastirilmasi igin c¢esitli kimyasal ve fiziksel islemler
uygulanmaktadir. Bu adimlar, likopenin izole edilmesi ve yliksek saflikta bir iirlin elde
edilmesini saglamaktadir. Likopen {riinlerinin analizi igin ¢esitli teknikler
kullanilmaktadir. Yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC), likopenin miktarini
ve safligin1 belirlemek i¢in, UV-VIS spektrofotometri, likopenin 6zgiin emisyonunu
incelemek i¢in kullanilmaktadir. Kiitle spektrometrisi (MS) likopenin kiitlesini ve yapisal
analizini saglamaktadir. Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi likopenin
kimyasal yapisini belirlerken, gaz kromatografisi (GC) likopen konsantrasyonunu ve
diger bilesenlerle etkilesimini incelemektedir. Yiiksek ¢oziintirliiklii kiitle spektrometrisi
(HRMS) likopenin kiitlesini belirlemek ve kimyasal formiili dogrulamak i¢in
kullanilmaktadir. Bu teknikler, likopen iiriinlerinin kalitesini degerlendirmek ve

gereksinimleri karsilamak i¢in 6nem arz etmektedir (Naviglio ve Caruso 2008).

2.5. Likopen Uretim Yolaklari

Metabolizma miihendisligi stratejileri ile terpenoid, alkaloid, poliketit, nonribozomal
peptidler gibi cok sayida sekonder metabolitin iiretilmesi miimkiindiir. Bunlarin arasinda
terpenoidler en biiyiikk sinifi olusturmaktadir. Canlilarda iki farkli yolak iizerinden
sentezlenen terpenoidler; arkea, fungi, bitki sitoplazmasi ve diger okaryotlarda genel
olarak mevalonat yolagi (MVA), prokaryotlarda 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate (DXP)
yolag: lizerinden sentezlenmektedir (Madia ve V.N. 2021).

MVA yolaginda kolesterol sentezinin yani sira izoprenoid sentezi, bitkilerde
hidrokarbon emisyonunu, pigmentasyonu ve biiylimeyi saglarken; 6karyotlarda ise hiicre

zarinin akiskanliginin diizenlenmesini, sinyal verici olarak ve hormonal diizenleyici



olarak is gérmesi nedeniyle olduk¢a 6nem arz etmektedir (Castano-Cerezo ve Kulyk-

Barbier 2019).

Okaryotlar, arkeler ve bazi bakterilerin endoplazmik retikulumunda bulunan
mevalonat yolagi kolesterol ve steroid sentezinden sorumlu HMGR enzimini kodlayan
HMG1 ve HMG2 genlerine sahip olmasi sayesinde hiicre metabolizmasi i¢in temel kabul

edilen yolaklardandir (Kuranda ve Frangois 2009; Karlic ve Thaler 2015).
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Sekil 2.1. Terpenlerin farkli organizmalarda iiretim yolaklar1 olan MVA (mevalonat) yolagi ve DXP (1-
deoxy-D-xylulose-5-phosphate) yolagi (Wang ve Sun 2020; Niu ve Lu 2017).

MVA yolaginin ana bilesenleri arasinda asetat, asetil-CoA ve mevalonat gibi
molekiiller bulunmaktadir. Mevalonat daha sonra izoprenoidlerin sentezinin yap: taslari
olan izopentenil difosfat (IPP) ve dimetilalil difosfat (DMAPP) gibi ara iiriinlere
doniistiiriilmektedir. MV A yolaginda bulunan farnesil difosfat (FPP) ve geranylgeranyl
difosfat (GGPP) likopenin yap1 taglarini olusturmaktadir. Yolaktaki FPP ve GGPP’nin

ifadesi artirilmakta ve likopen tliretimi desteklenmektedir (Yang ve Guo 2014).



DXP yolagi, pentoz fosfat yolu olarak da bilinmektedir ve bakteriler ve bitkilerde
bulunmaktadir. Yolagin baslangic maddesi, glikolitik yolagin {irtinlerinden biri olan G3P
(gliserinaldehit-3-fosfat) veya piriivat olmaktadir. G3P, glikoliz yolu boyunca iiretilirken,
piriivat ise glikoliz sonunda elde edilmektedir. Bu bilesikler, DXP yolaginin baslangic
reaksiyonunda kullanilmaktadir ve DXP sentezine yol agmaktadir. Yolaktaki IPP ve
DMAPP, izoprenoid sentezinde (likopen) kullanilan énemli ara iiriinlerdir. DXP yolagi
tizerinde yapilan modifikasyonlar 6zellikle mikrobiyal hiicrelerde likopen sentezini
artirmak i¢in kullanilan stratejilerdir. Bu yolak, likopenin sentezi i¢in geleneksel MVA
(mevalonat) yolagina alternatif bir yaklasim sunmaktadir (Ward, Chatzivasileiou ve

Stephanopoulos 2018; Li ve Wen 2022).
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Sekil 2.2 S. cerevisiae’de GGPP’ye kadar dogal olarak iiretilirken crtE, crtB ve crtl genlerinin heterelog

olarak klonlanmasi likopen tiretimini artirmaktadir.

Anaerobik solunumun bir pargas1 olarak fermantasyon siirecinde maya
hiicrelerinde, piriivattan asetaldehit sentezi gergeklesmektedir. Bu reaksiyon, piriivat
dekarboksilaz enzimi tarafindan katalizlenir ve alkol fermantasyonu siirecinin temelini
olusturmaktadir. Asetaldehit alkol dehidrogenaz enzimi tarafindan etanol veya diger alkol

tiirevlerine indirgenmektedir. Asetaldehitten alkol fermentasyonunu gergeklestirecek
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olan ADHZ2 geni baskilanarak metabolik yolak asetat sentezine ve dolayis1 ile likopen agir
ifadesine yonlendirilmektedir. Asetaldehitin Asetil-CoA'ya donilismesi icin ALD6 ve ACS
genleri asir1 ifade edilmektedir. Asetil-CoA seviyelerinin artmasi, likopen sentezi igin
tHMG1 geninin kodladigi, mevalonat onciisii olan HMG-CoA sentezini artirmaktadir.
Sonug olarak, mevalonat sentezi artirilmis olacagindan; sirasi ile FPP’yi kodlayan gen
olan CrtE’nin asir1 ifadesi, GGPP’yi kodlayan gen olan CrtB’nin asir1 ifadesi ve fitoenden
likopen sentezini gergeklestiren Crtl geninin asir1 ifadesi, likopen sentezini artiracak
sekilde modifiye edilmis olmaktadir (Andersen ve Llorente 2021; Schwartz, Frogue ve

Wheeldon 2017).

Likopen iiretmek igin arka plan hiicresi olarak E. coli veya S. cerevisiae
kullanildiginda CrtE (geranil geranil di fosfat), Crtl (fitoen desaturaz) ve CrtB (fitoen
sentaz) genlerinin bu arka plan hiicrelerinde heterolog olarak ifade edilmesi
gerekmektedir (Sekil 2.2) ciinkii CrtE’nin kodladig1 geranil geranil di fosfataz enziminin
bu arka plan hiicrelerinde katalitik aktivitesi diisiik iken CrtB ve Crtl tarafindan kodlanan
enzimler bu arka plan hiicrelerinde (E. coli ve S. cerevisiae) hi¢ ifade edilmemektedir.
Dolayisiyla bu genlerin, likopenin dogal iireticisi olan organizmalardan arka plan

hiicrelerine aktarilmasi gerekmektedir (Niu ve F.-X. 2017).

2.6.Likopen Ureten Cahsmalar

Likopenin metabolizma miihendisligi ile iiretimi i¢in yapilan farkli aragtirmacilardan
Shi ve ark. (2019), CrtB, Crtl ve CrtE genlerini, bakteri, maya, fungus, alg ve bitki olmak
tizere farkli kaynaklardan alarak, arka plan hiicresi S. cerevisiae’ye ayri ayri transfer
etmisler ve likopen tiretim kapasitesini arastirmiglardir. CrtE igin Pantoea ananatis’nin,
CrtB i¢in Pantoea aglomerans’nin, Crtl i¢in ise Blakeslea trispora’y: kaynak olarak
kullanmislardir. CrtB ve Crtl kromozomda bir kez ifade edilirken CrtE’nin kopya sayisini

ikiye ¢ikardiklarinda daha ytiksek tiretim seviyesine ulagmislardir.

Calismalarimin devaminda NADPH dengesi igin, exgl (hiicre duvarinda beta glukan
birikimi ile ilgili gen) genini silmig ve POS5 (NADH ‘1 NADPH’ a ¢eviren gen) geninin
ekspresyon seviyesini arttirmiglardir. NADPH, hiicrelerde enerji iiretiminden biyosenteze
kadar bir¢ok dnemli siirecte kullanilan bir koenzimdir. Elektron tasiyicisi olarak goérev
yapmakta ve hiicrelerin oksidatif stresten korunmasina yardimci olmaktadir. S.
cerevisiae’ da likopen tiretimi icin NADPH dengesini korumak kritiktir. Likopen sentezi

siirecinde, NADPH, likopenin bilesenlerinin olusturulmasinda kullanilmaktadir. Ornegin,
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likopen sentezinde NADPH, GGPP’1n likopenin 6nciil maddelerine doniistiiriilmesinde
rol oynamaktadir. Dolayisiyla, yeterli miktarda NADPH saglanmasi, hiicrelerin likopen
iiretiminde verimli olmasin1 saglamaktadir. Bu stratejiler sonucunda 258 mg/L likopen
iiretebilmiglerdir. Bu miktar1 arttirabilmek i¢in modifikasyonlara devam etmisler ve
mevalonat yolagini besleyen asetil-KoA’y1 arttirmak i¢in sirasi ile asetat, asetil-KoA ve
etanolii kodlayan genler olan ALD6, ACS ve ADH2 nin ifadesini gii¢clii promotorlar
kontrolii altinda arttirmislardir (Sekil 2.2) ve {iretim miktarini 289 mg/L’ye
cikarmiglardir. Son olarak galaktoz metabolizmasinda yaptiklar1 dilizenleme ile
calkalamal1 kiiltiirde 310 mg/L ve ayni hiicrenin 7L’lik biyoreaktorde gelistirilmesi ile
3.28 g/L iiretim gergeklestirmislerdir (Shi ve Ma 2019).

Likopen icin bir baska yiiksek iiretim kapasitesi Ma ve ark. (2019) tarafindan elde
edilmis olup 2.37 g/’dir. Bu ¢alismada da bir onceki galismadaki gibi biitiinlestirici
mithendislik stratejileri uygulanmisgtir. Shi ve ark. (2019) ile ortak olarak, hiicrenin
galaktoz metabolizmasindan sorumlu olan GAL promotorlar1 (GAL1, GAL7 ve GAL10)
silinmistir. MVA yolaginda bulunan ve piriivattan Asetil-KoA ve dolayisi ile likopen
sentezini artiracak olan genlerden ALD6, ACS ve ADH2 genlerinin ifadelerinin
arttirllmasi, POS5 geninin asirt ifade edilmesi, exgl geninin silinmesi, CrtB i¢in P.

agglomerans’ nin, Crtl i¢in B. trispora’nin kaynak olarak kullanilmasi siralanmigtir.

Ma ve ark. (2019), Shi ve ark. (2019) ‘dan farkli olarak, CrtE i¢in Taxus X media
kaynak olarak kullanilmistir. Ayrica mevalonat yolagi iizerinde HMG-CoA, tHMGI1
enzimi tarafindan katalizlendigi i¢in tHMG1'nin ekspresyonunun artirmakta, mevalonat
yolundaki reaksiyon hizini arttirarak izoprenoid bilesiklerin ve dolayisiyla likopen

sentezini artirdig1 diisliniilmektedir.

Bunlar g6z onilinde bulundurularak Ma ve ark. (2019) tHMG1‘nin ekspresyonunun
arttirtlmasi, asetat birikiminden kaynaklanabilecek toksisiteyi onlemek igin NADP+-
bagimli alkol dehidrogenaz olarak adlandirilan ve etanoliin oksidasyonunda ve agir metal
iyonlarinin detoxifikasyonunda rol oynayan enziminin kodlanmasini saglayan ypl062w

genini silmislerdir.

Likopenin hiicre i¢inde depolanmasi, yag damlaciklar1 sayesinde gerceklesmektedir.
Bu damlaciklarin olusmasi, belirli genlerin ifadesinin artirilmasi ile iliskilidir. Ozellikle,

ACC (asit CoA karboksilaz), TAG (trigliserid), PAH1 (fosfatidik asit fosfataz) ve DGA1
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(diacilgliserol asetiltransferaz) gibi genlerin ifadesinin artirilmasi likopenin hapsedildigi
yag damlaciklarinin olusumunu kolaylastirmaktadir. ACC geni, yag asitlerinin sentezinde
yer alirken, TAG geni trigliseridlerin sentezini diizenler. PAH1 geni hiicre zarlarinda ve
lipid damlaciklarinda bulunan fosfolipidlerin metabolizmasini kontrol ederken, DGA1
geni diacilgliserollerin sentezine katkida bulunur. Bu genlerin artan ifadesi, hiicre i¢inde
daha fazla yag asidi ve diger lipid bilesenlerinin sentezlenmesine neden olarak likopenin
depolanmasini saglanmaktadir. Ma ve ark. (2019) bunlar1 g6z 6niinde bulundurarak ACC,
TAG, PAH1 ve DGA1 geninin ifadesini arttirilmislardir. Boylece likopenin biyolojik
fonksiyonlarinin korunmasi ve hiicresel homeostazin siirdiiriilmesi saglanmistir (Ma ve

ark., 2019).

Simdiye kadar metabolizma miihendisligi ile en fazla likopen iiretimi Shi ve ¢alisma
arkadaslari tarafindan 2019 yilinda gergeklestirilmis olup 7 litrelik fermentorde 3.28 g/L
likopen iiretilmistir. Arastirmacilar iiretimi, metabolizma miihendisligi ¢aligmalarda

kullanilan biitiinlestirici miihendislik stratejileri ile gergeklestirmislerdir.

e Yolak iizerinde biyosentetik gen kopya sayilarinin arttirilmasi,
e Bypassa sebep olan genlerin silinmesi,
e Hiicre i¢i redoks dengesi i¢in NADPH miktarinin arttirilmast,
e Mevalonat yolagini besleyen asetil-KoA miktarinin arttirilmast,
e GAL sistemi ile hiicrenin karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesi ve
e Fermentor ¢aligmalarindaki parametrelerin iyilestirilmesi.
Shi ve ark (2019), bu stratejilerin her birini tek bir calismada, likopen iiretecek bir hiicre

fabrikasi olusturmak i¢in kullanilmiglardir.

2.7. Model Organizma Olarak S.cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae, FDA tarafindan GRAS (Generally Recognized As Safe)
statiisiinde kabul edilmistir. Model organizma oldugu ve siklikla genetik miihendisligi
caligmalarinda kullanildig: i¢in, metabolik yolaklar1 detayli bir sekilde incelenmis ve
haritalanmistir. Rekombinant DNA teknolojisi ¢alismalarinda siklikla tercih edildigi i¢in
avantaj saglamaktadir. Likopen iiretim endiistrisinde giiniimiizde yaygin olarak kullanilan
organizma Blakeslea trispora’dan, fermentor kullanilarak yaklasik 1 g/L likopen
tiretilebilmektedir. Likopenin birincil treticisi Cin, B. trispora ile likopen pazarina

onemli miktarda katki saglamaktadir. Ancak fermantasyon yoluyla iiretilen likopenin
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bir¢ok kimyasal bilesige bagli olarak veriminin artmasi ve kullanilan inhibitorlerin kalinti
seviyeleri oldukg¢a 6nemli bir dezavantajdir (Sevgili ve Erkmen 2019).

S. cerevisiae bu dezavantajlara bir alternatif olarak bir¢ok avantaj saglamaktadir.
Model organizma olarak kullanilan S. cerevisiae homolog rekombinasyonun verimliligi
sayesinde kromozomlardaki hedef manipiilasyonlarin kolayligin1 saglar bu nedenle
metabolik miihendisligi calismalarinda sik¢a kullanilan 6karyotik bir organizmadir. S.
cerevisiae ‘de bulunan MVA yolagi sayesinde izoprenoid ve tiirevlerinin onciisii olarak

kabul edildigi icin iiretim konakgis1 olarak kullanilmaktadir (Nevoigt 2008) .
2.8. Galaktoz metabolizmasindan sorumlu GAL promotorlari

Mayadaki galaktoz metabolizmasi, hiicrenin dis ortaminda bulunan galaktozun
etkili bir sekilde kullanilmasin1 saglayan karmasik bir siirectir. Bu metabolizma, GAL1,
GALY7 ve GAL10 gibi genlerin ifadesiyle kontrol edilmektedir. GAL1, GAL7 ve GAL10
genleri, galaktozun alinmasi ve metabolize edilmesi i¢in gereken enzimleri
kodlamaktadir. Bu genlerin ifadesi, GAL1, GAL7 ve GAL10 promotorlari tarafindan
diizenlenmektedir. Galaktozun varliginda, bu promotorlar aktive olmakta ve genlerin
ifadesi artmaktadir. GAL1 geni, galaktozun hiicre i¢cindeki metabolik yolaklara girigini
saglayan galaktoz-1-fosfat tiireten enzimi kodlamaktadir. GAL7 geni, galaktozun
glikolitik  yolaga girisini saglayan bir enzim olan Galaktoz-1-phosphate
uridylyltransferazi kodlamaktadir. GAL10 geni ise galaktozun metabolizmasi i¢in gerekli
diger enzimler olan UDP-glukoz 4-epimeraz ve UDP-N-asetilglukozamin-2-epimerazi

kodlamaktadir (de Jongh ve Bro 2008; Sellick, Campbell ve Reece 2008 )

GALI1 promotoru, galaktoz varliginda GAL7 ve GAL10’a gore daha hizli bir
sekilde aktive olmakta ve gen ifadesini hizla artirmaktadir. Bu nedenle, belirli bir genin
galaktoz varliginda hizli ve yiiksek diizeyde ifade edilmesi istendiginde, GALI1

promotoru tercih edilmektedir (Stagoj, Comino ve Komel 2006).

Galaktoz metabolizmasindan sorumlu genlerden digerleri GAL3, maya
hiicrelerinde galaktoz varligin1 algilayan bir protein olan galaktoz baglayici proteinidir.
Bu protein, hiicreye galaktozun bulundugunu bildirir ve GAL4'in aktivitesini
diizenleyerek GAL genlerinin ifadesini kontrol etmektedir. GAL4, GAL promotorlerine
baglanarak GAL genlerinin ifadesini artiran bir transkripsiyon faktoriidiir (Pilauri ve

Bewley 2005).
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GALSO proteini, GAL4 transkripsiyon faktoriinii inhibe etmekte ve onun GAL
genlerini aktive etmesini engellemektedir. Galaktozun varliginda ise bu inhibisyon
kaldirilmakta ve GAL4, GAL genlerinin ifadesini baslatmaktadir. Bu mekanizma,
galaktozun varligina veya yokluguna bagli olarak GAL genlerinin ifadesini hassas bir
sekilde diizenlemektedir. GAL80, GAL genlerinin ifadesini negatif olarak diizenleyen bir
inhibitér protein olarak islev gordiigli icin genomdan silinmesi durumunda GAL

promotorlarinin ifadeleri artirilmis olacaktir (Traven, Jelicic ve Sopta 2006).
2.9. Amag

Bu tez ¢aligmasinda likopen iiretebilecek rekombinant kaset olusturmak igin,
likopen tiretim yolaginda kilit rol oynayan CrtE, CrtB ve Crtl genlerinin indiiklenebilir
giicli GAL promotoru ile ekspiresyon seviyelerinin arttirilmasi amaglanmigtir. GAL
promotorunun galaktoz yoklugunda calisabilmesi icin galaktoz metabolizmasini
diizenleyen GAL80 geni homolog rekombinasyon ile silinmesi hedeflenmistir. Kaset daha
sonra kullanilabilmek i¢in pSP-GM 1 vektorii ile E.coli DH5a susuna klonlanmustir.

1. Tasarim yapilirken Oncelikle hedef stratejiye gore genomdan silinmek
istenen genler belirlenmistir. Silinmesi planlanan, S.cerevisiae genomik DNA’sinda
bulunan GAL80’in homolog rekombinasyon ile silinebilecegi belirlenmistir. Homolog
rekombinasyonun gergeklesebilmesi igin GAL80 geninin S. cerevisiae genomuna
ortiisebilecegi yaklasik olarak ilk 373 baz ¢ifti ve son 839 baz ¢ifti (NCBI erisim
no:NC 001145.3) NCBI referans alinarak alinmig, GAL80up ve GAL80down olarak
adlandirilmigtir. Homolog kollar olan GAL80up ve GAL80down genleri tasarlanan
kasetin iki ucunda olarak, kasetin transformasyonu ile S. cerevisiae genomundaki GAL80
geni ile homolog olarak ortliserek GALS80 'in silinecegi ve kasette bulunan diger genlerin
genoma entegre olmast hedeflenmistir.

2. Crtg, Crtl ve CrtB genlerinin asir1 ifadesi i¢in galaktoz varliginda
indiiklenen GAL1 promotoru kullanilmistir. Tasarima gore GAL1 promotorlar1 her ii¢
genin Oniinde yer alarak ilgili genlerin sentezini baslatilacaktir. GAL1 (NCBI erisim
no:NC_001134.8) promotoru NCBI referans alinarak yaklagik olarak 442 baz ¢ifti olacak
sekilde kasete entegre edilmistir.

3. Kilit i¢ gen olan CrtE (Sulfolobus acidocaldarius kaynak kullanilarak)
geni yaklasik olarak 999 baz gifti, CrtB (Blakeslea trispora kaynak kullanilarak) geni
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yaklagik olarak 936 baz cifti, Crtl (Panttoea agglomerans kaynak kullanilarak) geni
yaklagik olarak 1755 baz ¢ifti olarak sirasi ile kasete entegre edilmistir.

4. Crte, Crtl ve CrtB genlerinin ifadesinin kontroliinii saglamak ig¢in
devamina terminasyon bolgeleri eklenmistir. Her ti¢ gen icin farkli terminasyon bolgeleri
secilmis ve boylece terminasyon bolgesinin spesifikligi saglanmigtir. Kullanilan
terminasyon bolgeleri S.cerevisiae genomuna uyumlu olup sirasi ile GPM1(NCBI erisim
no:NC 001143.9) terminasyon bolgesi yaklasik olarak 400 baz ¢ifti, PGK1 (NCBI erisim
no:NC 001135.5) terminasyon bdlgesi yaklasik olarak 285 baz ¢ifti, CYC1 (NCBI erisim
no:NC_001142.9) terminasyon bolgesi yaklasik olarak 190 baz ¢ifti olarak kasete entegre
edilmistir.

5. Homolog rekombinasyon ile kasetin entegre edildigi hiicrelerin segiciligini
saglamak adina URA3 (NCBI erisim no:NC _001137.3) marker geni yaklasik olarak 1536
baz cifti olarak kasete entegre edilmistir.

Tasarlanan kaset GAL80up, GAL1, CrtE ve tGPM1 bdlelerini iceren 1.parga,
GAL1, CrtB ve tPGK1 boélelerini iceren 2. par¢a, GALL, Crtl, tCYC1, GAL80down
bolelerini igeren 3. parga olarak dizayn edilmistir. Bunun sebebi biiyiik miktarlardaki
genlerin (baz c¢ifti olarak) tek seferde birlestirilmesinin olduk¢a karmasik ve zor
olmasidir. Deneysel adimlarda kolaylik saglanmasi i¢in Oncelikle her parcaya ait
bolgelerin kendi iginde birlestirilmesi ve daha sonra 1. parca, 2. par¢a ve 3. parcanin

birlestirilmesi amaglanmustir.
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e GALBO-Up crtE tGPM1
1. Parga Ascl-Pacl

.
.

Likopen Uretim Kaseti

pSP-GM1--Likopen Kaseti
2234 bp

Likopen Uretim Kaseti

pSP-GM1--Likopen Kaseti
1673 bp

LN
.

GAL80-Down

3. Parga Nhel-Mrel

Likopen Uretim Kaseti

pSP-GM1--Likopen Kaseti
3240 bp

Sekil 2.3. Tasarimi yapilan 1. Parga, 2. Parga ve 3. Parcanin SnapGene haritasi gosterilmektedir.

Her ii¢ parganin basinda ve sonunda yapigkan uclar birakarak birlestirilebilmesi
ve tekrar modifiye edilebilmesi i¢in restriksiyon enzimlerini icerecek sekilde tasarimi
yapilmistir. Segilen restriksiyon enzimleri spesifik (vektorii baska bir noktadan daha
kesmemesi i¢in) ve hizli kullanima uygun olabilecek (fastdigest enzimler) sekilde
secilmigtir. Kullanilan restriksiyon enzimleri 1. parca i¢in Ascl (SgsI) (Thermo, FD1894)
AGCT dizisini tanimaktadir, Pacl (Thermo, FD2204) TTAATG dizisini tanimaktadir, 2.
par¢a icin Sacl (Thermo, FD1133) GAGCTC dizisini tanimaktadir, BamHI (Thermo,
FD0054) GGATCC gen dizisini tanimaktadir, 3. parca i¢in Nhel (Thermo, FD0974)
GCTAGC gen dizisini tanimaktadir, Mrel (Thermo, FD2024) CGCCGGCG gen dizisini

tanimaktadir.

Tasarim1 yapilan kasetin laboratuvarimizda bulunan pSP-GM1 adli vektore
klonlanmasi planlanmigtir. pSP-GM1 vektorii E. coli galismalart igin AmpR (NCBI
erisim no:NC_002516.2) direng geni (Ampicillin’e direng saglayan marker), S. cerevisiae
calismalarinda kullanilmak tizere URA3 (NCBI erisim no:NC_001137.3) marker genini
icermektedir. Vektoriin hiicre icinde ¢ogalmasini saglayan orijin bolgeleri olarak
vektoriin cogalmasini saglayan asil orijin bolgesi olan ori, genellikle maya hiicrelerinde
bulunan ve 2 mikron orijini olarak adlandirilan 2 ori ve 6zellikle gen ifade deneyleri ve
genetik varyasyonlarin incelenmesi gibi uygulamalarda kullanilan tek zincirli DNA
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plazmitlerinin ¢ogalmasini saglayan f1 ori bolgesi icermektedir. pSP-GM1 vektorii
yaklagik olarak 5280 baz cifti icermektedir. Tasarlanan kaset ile birlestirildiginde
yaklasik olarak 14.016 baz ciftinden olusan pSP-GM1-LUK vektérii olusturulmustur.

[T oril
Ascl (1861)
- GALBD-Up

PGALLY
-

&

(10.577) Mrel — pSP-GM1--Likopen Kaseti

14.016 bp

GAL80-Down — (ARl
— Pacl [4086)
_ - Sacl {4094)

o, BamHI (5759)
- I
i

{7338) Nhel /
(7149) Sacl BamHI {7139)

Sekil 2.4. pSP-GM1-LUK Snapgene Viewer haritast. 1. parga Ascl-Sacl ile, 2. parga Pacl-BamHI ile ve 3.

parca Nhel-Mrel restriksiyon enzimi ile kesilebilecek sekilde tasarlanmistir.
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3. YONTEM

3.1 Kullamilan suslar, besiyerleri ve kiiltiirasyon kosullar:
Klonlama ¢alismalarinda kullanilan ticari E.coli DH5« susu LB broth veya agar
besi yerinde, klonlama yapilmasi durumunda segiciligin saglanmasi i¢in LB brtoh veya

Agar’a Ampicillin eklenip (0.01L/L) 37 ° C’de gece boyu gelistirilmistir.

3.2 Likopen Kasetinin Tasarlanmasi:
Likopen iiretiminin saglamas1 amaglanan kasetin tasarimi1 Snapgene Viewer ve
gen dizileri NCBI kullanilarak yapilmistir. Likopenin asir1 tiretimi i¢in kilit roldeki CrtE,
CrtB veCrtl genlerini igeren bir vektor tasarlanmigtir. Tasarlanan vektoriin S. cerevisiae

genomuna entegrasyonu homolog rekombinasyon ile miimkiin olmaktadir.

3.2.1 Kaset olusturmak icin kullanilan primerler

Tasarlanan kaset genlerini amplifiye edebilmek, birlestirebilmek i¢in restriksiyon
enzim dizilerini planlandig1 gibi Ascl (Sgsl) restriksiyon enzimi GAL80up geninin ilk 4
baz ¢iftine, Sacl restriksiyon enzimi GPM1 terminasyon geninin son 6 baz ¢iftine, Pacl
restriksiyon enzimi GAL1.2 promotor geninin ilk 6 baz ¢iftine, BamHI restriksiyon
enzimi PGK1 terminasyon geninin son 6 baz ciftine, Nhel restriksiyon enzimi GAL1.3
promotor geninin ilk 6 baz ¢iftine ve Mrel restriksiyon enzimi GAL80down geninin son

8 baz ¢iftine entegre olacak sekilde primer tasarimi yapilmistir.

Primer tasarimi SnapGene Viewer haritasi kullanilarak dizi bilgisi bilinen genlerin
yaklagik 30-50 baz cifti baglangic ve bitislerini kapsayacak sekilde yapilmistir. Primer
tasarimi yapilirken primerlerin yiiksek kararlilikta olup gii¢lii baglar olusturabilmesi igin
secilen baz ¢iftleri arasinda minimum %350 oraninda GC (Guanin ve Sitozin) icermesi,

benzer TM sicakliklarina sahip olmalar1 saglanmaistir.
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Tablo 3.1. Likopen iiretim kasetinde bulunan genlerin 5°-3” primer dizileri.

GAL80up-Forward
GAL80up-Reverse

GAL1-Forward

crtB-Forward

crtl-Forward

crtE-Forward

GAL1-Reverse
crtE-Reverse
tGMP1-Forward
tGMP1-Reverse
crtB-Reverse
tPGK1-Forward
tPGK1-Reverse
crtl-Reverse
tCYC1-Forward
GAL80down-Forward
tCYC1-Reverse
GAL80down-Reverse

GGCGCGCCGCCACTGCTGCTACGGAAAACC

GGACGCACGGAGGAGAGTCTTCCTTCGGAGGGCTGTCACCCGCTCGGCGGCTTCTAATCCGGACGGGAGTGGA
AAGAACGGGAAACC

CGGATTAGAAGCCGCCGAGCGGGTGACAGCCC

GGTTTGTATTACTTCTTATTCAAATGTAATAAAAGTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAG
GAGAAAACAATGTCACAACCACCATTATTGGACCACG

GTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAACAATGTCTGATCAGAAGAAGCACA
TTGTC

GTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAACAATGAGTTATTTCGACAACTACTT
CAACGAG

CTCCTTGACGTTAAAGTATAGAGGTATATTAACAA GTTG
gtaagaaaaatggagggaaaaagaaatcatcaaatcattcattcttcagacTTA CTCCTCCTGATTGTAAATTCAGCCAGG
gtctgaagaatgaatgatttgatgatttcttttteccte

ttaattaatattcgaactgcccattcagcettttee
cgatttcaattcaattcaatttatttcttttcggataagaaagcaacacctggcaattccttaTTAAACAGGTCTTTGCCATAAACCGGC
taaggaattgccaggtgttgctttcttatee

ggatccaaatacgctgaacccgaacatagaaatateg

ggacctagacttcaggttgtctaactecttccttttcggttagageggat TTATATCCTAATATCGTTAGAGTTCTGTCCTTGGAAGACG
atccgctctaaccgaaaaggaagg
gtaacattatactgaaaaccttgcttgagaaggttttgggacgctcgaagAAGCATCTTGCCCTGTGCTTGG

cttcgagegteccaaaaccttcte
cgeeggcg TGAAACCTTGTAAGCTTTCTATGATGCACTTCATGAAC

3.3 Hedef gen, terminasyon ve promotor bolgelerinin amplifikasyonu, saflastirilmasi ve

kasetin olusturulmasi

Hedef bolgeler (GALI1.1, CrtE, tGPM1, GALI.2, CrtB, tPGK1, URA, GAL1.3,
Crtl, tCYC1) S. cerevisiae genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak ve kullanilan

enzimlere bagli gerekli optimizasyonlar yapilarak (primerlere bagl olarak uygun TM

sicakligl, TM siiresi vb.) PCR ile yiiksek miktarlarda amplifiye edilmistir. Amplifikasyon

reaksiyonlar1 verime bagli olarak Phusion High-Fidelity Polymerase (Thermo, F-530XL),

PrimeStar HS Polymerase (Takara, RO10A) veya PrimeStar GXL Polymerase (Takara,

RO50A) ile yapilmistir. Amplifiye edilen gen boélgeleri Agaroz Jel Elektroforezi ile

gorlintiilenmistir (%0.8’lik) ve reaksiyon iriinlerindeki safliga bagli olarak PCR

iriiniinden direk veya Agaroz Jel’den beklenen biiyiikliikteki DNA kesilerek saflastirma

protokolii MN kit ile gergeklestirilmistir. Saflastirilan genlerin u¢ uca Ortlisecek sekilde

birlestirilmesi i¢in ortiisen PCR metodu uygulanmustir.
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Reaksiyon iki asamada er¢eklesmis olup;

F1 reaksiyonunda TM sicaklig1 58 °C iken, F2 reaksiyonunda primer baglanma
sicakligia gore optimize edilmistir. 72 °C uzama evresinde ise birlesecek DNA’larin
toplam biiytikliigli baz alinarak PrimeStar HS Polymerase protokoliine gore (1kd/dk) siire

optimizasyonu yapilmistir.

Saflastirilan genler dnce GAL8OUP-GAL1.1-CRTE-TGPMI(1. parca) siras1 ile
ardindan GAL1.2-CRTB-tPGM1(2.par¢a) ve son olarak GAL1.3-CRTI-tCYCI1-
GALS8ODOWN (3. parca) swrast ile birlestirilmek {izere Ortlisen PCR yoOntemi
kullanilmistir. Ortiisen PCR ydntemi icin PrimeSTAR HS Polymerase (Takara, RO10A)
kullanilmistir ve sartlar tavsiye edilen protokol dikkate alinarak ayarlanmistir. Ortiisen
PCR stratejisine gore reaksiyon dnce primersiz 15 dongii kurulmustur. Bu adimda ortiisen
bolgelerin primer gibi davranmasi (F1) ve bir sonraki adimda primerlerin 6rtiisen DNA’y1

cokea iiretmesi(F2) beklenmistir. Ortiisen PCR sartlar1 asagidaki gibidir:

F1:
g5°c  98°C

5X Tampon 10 72%¢, | 712°C
10 uM dNTP 1 sec ﬁ\
Kalip DNA(1) - aec
Kalip DNA(2) -
Distile Su 50 mLlye kadar SO 10 A5isn 10dk e
PrimeStar Enzim 0.5 ‘ : déngﬂ - - di;ng'u It ) ;f)ng[;
Toplam 50
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F2:

5X Tampon 10 95°C

72°¢ | 72'%¢
10 pM dNTP 1
10 mM ileri primer 1 -°C
4°C

10 mM geri primer 1

Kalip DNA(F1) 2
30sn 10sn 15sn = 10dk oo
Distile Su 34.5
; : s Y ) v S
PrimeStar Enzim 0.5 1 dongi 30 dongii 1 dongii
Toplam 50

Birlestirilen kaset parcalart pSP-GM1 vektoriine klonlamak igin dnce vektore
sahip DH5a suslar1 gece boyu 10 mL LB Broth %1 Ampicillin icerecek sekilde gelistirilip
izole edilmistir. izolasyon MN kit ile yapilmistir. Izole edilen vektdr ve birlestirilen kaset
ligasyona alinmadan 6nce Ascl ve Mrel restriksiyon enzimleri ile kesilip yapiskan uclu

olmalar1 saglanmistir.

Distile Su 14
10X FastDigest Tampon 2 37°C 10 dakika
pDNA(1000ng) 2 70 °C 10 dakika
Ascl 1
Mrel 1
Distile Su 6
10X FastDigest Tampon 2 37 °C 10 dakika
Kaset DNA(200ng) 10 70 °C 10 dakika
Ascl 1
Mrel

Restriksiyon enzimleri ile kesim sartlar1 protokolde oOnerildigi gibi optimize
edilmistir. Kesim reaksiyonu tirtinleri % 0.8’lik Agaroz jelde 90V’da yaklasik 60 dakika
yuriitiildiikten sonra istenen DNA biiytikliigii jelden kesilip saflastirilmistir. Saflastirilan
pDNA ve kaset DNA konsantrasyonu Nanodrop ile olgiildiikten sonra T4 DNA Ligase
(Thermo, EL0011) kullanilarak ligasyona alinmistir.

Ligasyona alinacak pDNA ve kaset DNA miktari, pDNA yaklasik 100 ng, Kaset

DNA ise asagidaki formiil baz alinarak hesaplanmistir.

100ng vektor x insert buyilklagi(baz cifti olarak) 3

vektor baylakligi(baz cifti olarak) 1
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Ligasyon i¢in reaksiyon sartlari:

Distile su 13.2

10X T4 DNA Ligase Tampon 2

pDNA (132ng) 3 22:°€ 20 dakika
Kaset DNA (105ng) 0.8 70°C  5dakika
T4 DNA Ligase 1

Ligasyon tiriinleri stok ve iiretim i¢in kompetent DH5a suslarina transforme edilmistir.

3.4. Stok ve iiretim icin E. coli hiicrelerinin kompetent hale getirilmesi,

transformasyon ve izolasyon asamalari

DH5a hiicreleri transformasyona hazir hale getirilmek i¢in CaCl> kompetent

hiicre hazirlama protokolii uygulanmaistir. Hiicreler -80 °C’de stoklanmustir.
CaCl, kompetent hiicre hazirlama protokolii su sekilde gerceklestirilmistir.

-80 °C stogundan alinan DH5a hiicreleri 10 mL LB Broth’a ekilip 120 rpm 37
°C’de gecelik inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda kiiltiirden 0.3-0.5 mL alinip
100 mL’lik taze LB Broth’a inokiile edilip 120 rpm’de 37 °C’de inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyona birakildiktan 70-80 dakika sonra spektrofotometrede ODeoo
nm de 6l¢lim yapilmaya baslanip 0.2-0.4 degerleri yakalaninca 6rnek 3000 g’de 15 dakika
santrifiij yapilmistir. Stipernatant atildiktan sonra pelet 25 mL 50 mM CaCl: ile ¢oziiliip
15 dakika buzda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda 3000 g’de 15 dakika
santrifiij yapilip siipernatant atilmistir. Pelet lizerine 4 mL 50 mM CaCl: ile ¢6ziildiikten
sonra 0.3 mL %80 gliserol eklenmistir. 200’er pL tiiplere boliiniip -80 °C stoklanmustir.

Ligasyon iirlinii transformasyon i¢in hazir hale getirilen kompetent DH5a

hiicrelerine 1s1 soku protokoliine uygun sekilde transforme edilmistir.
Is1 soku ile transformasyon protokolii:

-80 °C’den alinan kompetent DH5a hiicreleri 5 dakika buzda inkiibe edildikten
sonra 5-10 pL ligasyon karisimi ile nazikg¢e karistirilmistir ve 30 dakika buzda
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda hiicreler 42 °C’de 2 dakika, buzda 3 dakika
inkiibe edilmistir. 500 LB broth’a eklenen hiicreler 37 °C’de 150 rpm de 30-60 dakika
calkalamali olarak inkiibe edilmistir. Siire sonunda 8000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilen
hiicrelerden yaklasik 100 pL pelet-siipernatant alinarak LB Ampicillinli tabaga yayma
ekim yapilmistir. 37 °C’de gece boyu inkiibe edildikten sonra gelisen koloniler taranmak
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lizere Once master tabak yapilip gece boyu 37 °C’de gelistirildikten sonra koloni PCR

yapilmustir.

Koloni PCR da kalip DNA olarak kolonilerin genomik DNA’s1 kullanilmistir.
(Yaklasik 25 pLL dH>O’ya koloni kiirdan/6ze yardimi ile inokiile edilmistir ve yaklagik
100 °C’de 5 dakika inkiibe edilen hiicreler 14.000 rpm de 1-2 dakika santrifiij edilmistir,
siipernatant kalip DNA olarak kullanilmistir.)

Dream Taq Polymerase (Thermo, EP0705) ile kurulan koloni PCR reaksiyon
sartlar1 enzimin protokoliine gore optimize edilmistir. Kullanilan primerler transforme

edilen vektoriin i¢inde bulunan spesifik gen bolgelerini iiretecek sekilde secilmistir.

Koloni PCR yontemi ile pozitif ¢ikan koloniler teyit i¢in restriksiyon enzimleri ile
kesim reaksiyonuna alinarak beklenen biiyiikliiklerde kesilip kesilmedigi kontrol
edilmistir. Restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonuna almak iizere pozitif ¢ikan
kolonilerden plazmit izolasyonu yapilmistir. izolasyon igin koloniler Ampicillin igeren
LB broth da 150 rpm de 37 °C de gece boyu inkiibe edilmis ve siire sonunda MN kit ile

vektor saflagtirilmastir.

Saflastirilan vektore uygun iki restriksiyon enzimi ile kesim yapilip beklenen
bliytikliikte bant verip vermedigi dogrulanmistir. Kesim reaksiyonunda da pozitif ¢ikan
koloniler -80 °C’ye stoklanmustir. Stok yapilan hiicreler %15-20 gliserol igerecek sekilde

hiicre kiiltiirti halinde hazirlanmustir.
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4. BULGULAR

4.1.Kaset Genlerinin Amplifikasyonu ve pSP-GM1 Vektoriine Klonlanmasi

Likopen kaseti olusturmak igin herbir bolge; primerler, S. cerevisiae gDNA’s1 kalip olarak

kullanilarak ve PrimeStar Polymerase (Takara, RO10A) ile amplifiye edilmistir.
A. B. C.

ng/10pL

Sekil 4.1. A.Genlerin PCR sonucunda agaroz jel goriintiileri. Sirasi ile CrtE 999 bg, Crtl 1755 bg, CrtB 936 bg
biiyiikliiglindedir. B. Kaseti olusturan diger gen bdlgelerinin agaroz jel goriintiileri. Siras1 ile GAL80up 442 bg,
GALI1.1 442 bg, tGPM1 408 bg, pGAL1.2 448 bg, tPGK1 291 bg, tCYC1 190 bg, GAL80down 897 bg
biiyiikliigtindedir. C. Goldbio 1kb plus ladder (D010500)

1., 2., 3., parca ya ait saflagtirillan bolgeler once GAL80up-pGALI.1-crtE-tGPM1
(1.parca), pGALI1.2-crtB-tPGK1 (2.par¢a), pGALI-crtI-tCYC1-GAL80down (3.parca)

birlestirilmistir ve bu sira ile vektore entegre edilmistir.

Birlestirilen her bir parca spesifik restriksiyon enzimleri ile kesilip ardindan ligasyona
alimmastir ve pSP-GM1 vektoriine 1s1 soku yontemi ile entegre edilmistir. Kompetent DHS5a’ya
transforme edilen pSP-GM1-1.parca entere edilip dogrulama reaksiyonlar: (koloni PCR,
restriksiyon kesimi) ile dogrulandikran sonra ayn1 vektore 2. parga da entegre edilmistir. 1 ve
2. par¢anin eklendigi vektor restriksiyon enzimleri ile kesilip teyit edilmistir. 1. parca i¢in Ascl-
Sacl enzimleri kullanilip yaklasik 2230 bg ve 2. parca i¢in Sacl-BamHI enzimleri kullanilip
yaklasik 1675 bg¢ bant verdigi dogrulanmaistir.
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bp ng/10pL

10000 58
8000 53
6000 46
5000 67
4000 56
3000 47
2500 4#41
2000 34
1500 29
1000 18
700 13
500 23
300 14

Sekil 4.2 A. Ik kuyu, AscI-Sacl enzimleri ile kesilmis vektorii igermektedir. Kesim sonrasi salinan 1. parca
yaklasik 2230 bg ve vektor 5295bg biiytikliigiindedir. Restriksiyon enzimleri ile kesilmemis vektor ikinci kuyuda
olup yaklagik 7525bg bant vermistir. B. ilk kuyu, Sacl-BamHI enzimleri ile kesimlis vektorii icermektedir. Kesim
sonrasi salinan birinci parga yaklagik 1675b¢ ve vektor birinci pargayida igermesi neddeni ile 7525bg

biiylikligiindedir. Restriksiyon enzimleri ile kesilmemis vektor ikinci kuyuda olup yaklasik 9191b¢ bant vermistir.

3. parca amplifiye edilip 1. ve 2. parcay1 igeren vektore transforme edilmek {izere hazir

hale getirilmigtir.

bp ng/10pL

8000 53
6000 46
5000 67
4000 56
3000 47
2500 41
2000 34
1500 29
1000 18
700 13
500 23
300 14

Sekil 4.3. 3. Parcanin amplifikasyonu yaklagik 3224b¢
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bp ng/10pL
10000 58
53

46
5000 67
56

3000 47

2500 41
2000 34

1500 29

1000 18

700 13

500 23

300 14

Sekil 4.4. 3. Parcanin da transforme edildigi pSP-GM1-LUK vektoriiniin klonlandig1 koloni PCR taramasi. Crtl
ileri ve Crtl geri primerleri kullanilmig ve yaklasik 1755bg bant olan koloni pozitif kabul edilmistir.

3 parcanin klonlandig1 pPS-GM 1 vektérii pSP-GM1-LUK olarak adlandiriimistir. Ascl-

Mrel restriksiyon enzimleri ile kesilip pozitif koloni teyit edilmistir.

bp ng/10pL

1000 18

700 13

500 23

300 14

Sekil 4.5. pSP-GM1-LUK” iin klonland1g1 pozitif koloni AscI-Mrel ile kesilip yaklasik olarak 7148 bg ve 5292 bg

iki bant, restriksiyon enzimleri ile kesilmemis vektdr 7148bg¢ bant vermistir.

Tim parcalart iceren pSP-GM1 vektorii kompetent DHS5a arka planina transforme
edilmistir. Transformasyon tabagindaki kolonilerden PCR reaksiyonu kurulup pozitif koloniler
Ampicillin igeren LB broth da gece boyu 20 rpm de 37 °C’de inkiibe edilmistir. Yaklagik 16
saatin sonunda 750 pL kiiltiir 6rnegi 250 uL %80 gliserol eklenip -80 °C stoklanmustir.
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4.2 Likopen Uretim Kasetine URA Marker’imin Eklenmesi:
Kasetin transforme edildigi kolonilerin seciciliginin saglanmasi i¢cin URA gen bolgesi

laboratuvarimizda bulunan p-X2 plazmiti kaynak olarak kullanilarak optimize edilmis

primerler ile amplifiye edildikten sonra saflastiriimistir.

1.500

Sekil 4.6. URA gen bolgesi yaklasik 1536bg, agaroz jelden kesilerek saflastiriimistir.

pSP-GM1-LUK vektdrii Ascl-BamHI ve Nhel-Mrel restriksiyon enzimleri ile 1-2.
parca ve 3. par¢a arasina URA marker geni klonlanmak iizere kesim reaksiyonu kurulmus ve

Agaroz Jelden saflastirilmistir.

bp ng/10pL
10000 58
8000 53
6000 46
5000 67
4000 56
3000 47
2500 41
2000 34
1500 29
1000 18
700 13
500 23
300 14

Sekil 4.7. Tk 2 kuyu 1 ve 2. Parcay1 iceren AscI-BamHI kesimli bantlar 3924 bg bant vermistir.
Son 2 kuyu 3.parcay1 iceren Nhel-Mrel kesimli bantlar 3224 bg bant vermistir.

URA ile birlestirilen pSP-GM1-LUK vektorii, kompetent DHS5a transforme edilip
Ampicillin i¢ceren LB agar tabagina ekilmistir. Olusan kolonilerden PCR yapilip pozitif

koloniler -80 °C stoklanmustir.
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Sekil 4.8. URA marker geninin klonlandig1 pSP-GM1-LUK ’iin DH5a arka planina transformasyon Ampicillinli
LB tabaklar1 gdsterilmistir. 2:1 ve 3:1 oraninda yapilan ligasyonlar ve negatif kontrol tabaginda kaset icermeyen

pSP-GMI transformasyonlari icermistir.

A. B.

ng/10pL

18

13

23

14

Sekil 4.9. A.URA marker geninin klonlandigi pSP-GM1-LUK ’iin DH5a arka planima transformasyon SDS-URA
tabaklarindaki kolonilerin PCR ile taranmigtir. tPGK1 ileri ve tCYC1 geri primerleri kullanilmistir ve yaklasik
4336bg bant beklenmistir. B. Sacl-Nhel kesim sonucunda 3211bg¢ ve 10805b¢ bant vermistir.

Pozitif kabul edilen koloniden pDNA izolasyonu yapilip Pacl-Nhel restriksiyon

enzimleri ile kesim reaksiyonu kurulup dogru bantlar verdikleri teyit edilmistir.
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5. TARTISMA VE ONERILER

Likopen insan sagligi, tarim, kozmetik gibi alanlarda sik kullanilan bir terpenoid
grubudur (Takeoka ve Dao 2001; Bhuvaneswari ve Nagini 2005) Bitkiler, 6zellikle kirmizi olan
sebze ve meyvelerin ekstraksiyonlar1 ile likopen iiretilebilir (Parveen ve Iqrah 2016).
Ekstraksiyon sirasinda kullanilan kimyasallar ve iiretilen likopenin saklama kosullari nedeni ile
oldukca maliyetli olan tarimsal iiretim likopen iiretimi i¢in alternatif bagka kaynak arayisina

yonlendirmistir (Saini ve A. Bekhit 2019) .

Son yillarda popiilerligi artan metabolizma miihendisligi aracilig1r ile likopen
bakterilerde, mikroalglerde ve mantarlarda tretilebilmektedir(Li ve Liu 2020; Jing ve Guo

2021).

S.cerevisiae tiim genomuna erisim kolayligi genetik manipiilasyonun kolayligi
sayesinde metabolizma miihendisligi caligmalarinda yaygin kullanilan model bir organizmadir
(Ma ve Shi 2019). Daha 6nce likopen agiri tiretimi igin yapilan ¢calismalarda; (Xie ve Lv 2015)
Xie ve arkadaglar1 crtE ve crtl genlerinin 1,61 g/L likopen iiretmislerdir. (Chen ve Xiao 2016)
Chen ve arkadaglar1 S.cerevisiae de crtl,crtB ve crtE genlerinin metabolik miihendislik
stratejileri ile ifadesini artirmig ve 5 L'lik biyoreaktdrlerde 55,56 mg/g likopen iiretmislerdir
(Shi ve Ma 2019). Shi ve arkadaslart GAL promotorlari ile diizenlenebilen mutant S.cerevisiae
suslarinda 7 L'lik bir fermentorde 3,28 g/L likopen tiretmiglerdir (Shi ve Ma 2019).

Galaktoz katabolizmasi i¢in gerekli enzimleri kodlayan bes yapisal genin galaktoz ile
indiiklenebilir ekspresyonunu kontrol eden GALSO0, negatif diizenleyici bir sistemdir. Varligi
GAL genlerinin ekspresyonunu baskilar, ortamda galaktoz yokken GAL genlerinin
ekspresyonunu engeller. (Zhou ve Fang 2021) Yapilan daha 6nceki calismalarda da belirtildigi
iizere, bir¢ok {irliniin fermentasyonu icin tek bir karbon kaynagi olarak galaktozu kullanmak
ekonomik olarak uygun olmadigindan tiim GAL promotorlarinin ¢esitli karbon kaynaklar
altinda islevsel olmasina izin vermek i¢cin GAL80 geni silinmektedir (Deng ve Wu 2021). Su ve
ark., (2022), Shi ve ark., (2019), Hong ve ark., (2019), Chen ve ark., (2016) likopen tiretmek
iizere yaptiklari calismada GAL80 nin silindigi arka plan hiicresini kullanmiglardir.

Likopen hiicre i¢in toksik bir bilesiktir. Likopenin hiicre gelisiminin eksponansiyel
fazinda iiretilmesi, toksik olmasi nedeni ile hiicre gelisimini bloklamaktadir (Jing ve Guo 2021).
Bu tez calismasimin dayandig strateji likopen iiretimini saglayacak olan genler CrtE, Crtl ve
CrtB’ nin ifadesinin, GAL1 promotoru altinda, GALS8O0 agisindan eksik bir arka plan hiicresinde
saglanmasidir. Arka plan hiicresinde GALS8O silindiginde, GAL1 promotoru altindaki likopen

iiretiminden sorumlu olan genler “CrtE, Crtl ve CrtB” ortamda glikoz seviyesi azaldiginda yani
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eksponansiyel fazin sonuna dogru ifade edilmektedir. Ciinkii GAL promotorlarinin verimli
indiiksiyonu i¢in diisiik glikoz seviyesinin korunmasi énemlidir. Boylece hiicreler yeteri kadar
gelistikten sonra kendisi i¢in toksik olabilecek bir iiriinii liretebilmektedir (Chen ve Wang

2019; Li ve Wang 2019).

Galaktoz metabolizmas: ile indiiklenebilen ve likopen tiretimi i¢in kilit {i¢ gene sahip
olan kasetin tasariminda promotor olarak GALI, likopen iiretim genleri olarak CrtE, Crtl ve
CrtB’ yi ve bu genlerin ifadesi i¢in terminasyon bdlgeleri olan sirasiyla tGPM1, tPGKI1 ve
tCYC1’yi icermistir. Kasetin tasarimi, bu kaseti GAL80 bolgesine homolog rekombinasyon ile
yerlestirecek sekilde gergeklestirilmistir boylece hem GALS80 geninin silinebilecek hem de ayni
anda CrtE, Crtl ve CrtB genleri promotor ve terminasyon bolgeleri yerlestirilebilmektedir. Bu
tez calismasinda CrtE, CrtB ve Crtl icin sirasi ile Sulfolobus acidocaldarius, Panttoea
agglomerans, Blakeslea trispora kaynak olarak kullanilmistir. CrtE i¢in S. acidocaldarius’un
tercih edilmesinin nedeni; bu gen ile laboratuvarimizda yapilan daha dnceki tez ¢aligmalarinda
ayn1 yolak iizerinden bagka bir metebolitin (taksadien) ¢ok miktarda iiretilmesidir. CrtB ve Crtl
kaynaklar: ise literatiirde siklikla likopen iiretmek tizere tercih edilen kaynaklardir (Chen ve

Xiao 2016) .

Kasetin transforme edildigi hiicreler SDS-URA besi yerinde URA direng kaseti
sayesinde seg¢ilmistir. SDS-URA besi yerinde yalnizca URA diren¢ genine sahip hiicreler
gelisebilmektedir. URA orotidin-5'-fosfat dekarboksilazi kodlayan bir gendir ve ortamda urasil
veya iiridin olmadikga hiicre biiyiimesini engeller.(Siewers ve Mortensen 2010) S.cerevisiae 'de
URA geninin varlig1 hiicre biiylimesini saglarken URA’ya sahip vektorler sayesinde hiicrelerin

seciciligini saglamis olur (Galvao ve de Lorenzo 2005).

Likopen iiretim kasetini iceren pSP-GM1 vektorii DHS5a arka planina klonlanmis ve
gerektiginde plazmit izolasyonu yapilmak iizere -80 stoklanmustir. pSP-GM1-LUK vektérii
homolog rekombinasyon ile S.cerevisiae suslarina entegre edilmek igin gelistirilmek tizere elde

edilmistir.
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