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OZET

Karotenoitler izoprenoitlerin 6nemli bir sinifidir. Bitkiler, algler, bakteriler ve
mantarlarda bulunurlar. Bitki yapraklarinim, meyvelerin ve ¢igeklerin kirmizi, turuncu
ve sar1 renklerinden sorumludur. Etkili bir antioksidan ajan olmasi sebebiyle bazi
kanser ¢esitleri ile diger dejeneratif insan hastaliklari i¢in olas1 bir tedavi olarak bir
karotenoid ¢esidi olan likopenin takviyesi Onerilmistir. Bu nedenle metabolizma
miihendisligi kullanilarak likopenin mikroorganizmalar tarafindan daha fazla miktarda
iiretilmesine odaklanilmistir. Tez ¢alismasinda likopen sentezinden sorumlu crtg, crtl
ve crtB genlerini tagiyan Pseudomonas putida (P. putida) bakterisinde likopen
dretimini 1iyilestirmede farkli karbon kaynaklarinin optimizasyonu stratejisi
izlenmistir. Buna gore farkli besiyerlerinde degisik karbon kaynaklar1 kullanilarak;
elde edilen likopen miktar1 spektrofotometrik ve analitik (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) yontemler kullanilarak analiz edilmistir. Spektrofotometrik
analizler sonucunda elde edilen verilere gore 2xYT (Yeast Ekstrakt/Tripton) (303.6
ug/g) ve 2xYT+ 6 g/L glikoz (279 ug/g) besiyerlerinde yaklasik olarak ayni miktarda
likopen biyosentezi tespit edilmekle birlikte daha hassas ve giivenilir veri saglayan
HPLC analizi sonuglarma gore ise likopen iiretimi i¢in test edilen kosullar i¢erisinde
en uygun besiyeri 2xYT+ 6 g/L glikoz (114.9 + 26.4 mg/L) olarak belirlenmistir. P.
putida bakterisinde likopen iiretimine yonelik besiyeri optimizasyonuna dayali detayli
bir arastirma mevcut olmadigindan bu ¢alisma likopen biyosentezinde P. putida
bakterisi i¢in uygun besiyeri ve karbon kaynagi se¢cimi konusunda literatiire katki

saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Likopen, Pseudomonas putida, 2xYT, Fruktoz, Glikoz.
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SUMMARY

Carotenoids are an important class of isoprenoids. They are found in plants,
algae, bacteria and fungi. They are responsible for the red, orange, yellow tones of
plant leaves, fruits and flowers. Supplementation of lycopene, a type of carotenoid,
has been suggested as a possible treatment for some types of cancer and other
degenerative human diseases because it is an effective antioxidant agent. For this
reason, the focus has been on the production of lycopene in greater amounts by
microorganisms using metabolic engineering. In the thesis study, an optimization
strategy of different carbon sources was followed to improve lycopene production in
the bacterium Pseudomonas putida (P. putida), which carries the crtg, crtl and crtB
genes responsible for lycopene synthesis. For this reason, using different carbon
sources in various media; the lycopene amount obtained was analyzed using
spectrophotometric and analytical (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) methods. According to the data obtained as a result of the spectrophotometric
analysis, approximately the same amount of lycopene biosynthesis is detected in 2xYT
(‘Yeast Ekstract/Tryptone) (303.6 ug/g) and 2xYT + 6 g/L glucose (279 pg/g) media,
but according to the results of HPLC analysis, which provides more sensitive and
reliable data, the most suitable medium for lycopene production is 2xYT + 6 g/L
glucose (114.9 + 26.4 mg/L). Since there is no detailed research based on media
optimization for lycopene production in P. putida, this study will contribute to the
literature on the selection of suitable media and carbon source for lycopene

biosynthesis using P. putida.

Keywords: Lycopene, Pseudomonas putida, 2xYT, Fructose, Glucose.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIZIiNi

Simgeler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar

ul . Mikrolitre

G : Gram

°C . Santigrat derece

dH20 . Distile su

P. putida : Pseudomonas putida

PHBA . Para hidroksi benzoik asit
GRAS . Generally regarded as safe

E. coli . Escherichia coli

S. cerevisiae . Saccharomyces cerevisiae

C : Karbon

ATP : Adenozin trifosfat

NAD(P)H . Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
TEAC . Antioksidan aktivitesi

M Molar

mg Miligram

ml Mililitre

mM Milimolar

pH Power of hydrogen

L Litre

MVA Mevalonat

MEP 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfat
Ng Nanogram

IPP . Izopentenil difosfat

DMAPP Dimetilallil difosfat

G3P Gliseraldehit-3-fosfat
HMG-CoA . 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA
DXS DXP sentetaz

DXP . 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate

CTP

: Sitidin trifosfat

X1



DI
GGPP
FPP
crte
crtB
crtl

%

H20:
NO
IGF-1
MCF-7

rpm
uv
oD

IPP/DMAPP izomeraz
Geranilgeranil difosfat
Farnesil pirofosfat
GGPP sentaz

Fitoen sentaz

. Fitoen desatiiraz

© Yizde

Hidrojen
Hidrojen peroksit
Nitrik asit

. Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1

Michigan Cancer Foundation-7

. Shine Dalgarno

Gram
Dry cell weight
Miligram

. Izopropil B-d-1-tiyogalaktopiranosid

RNA polimeraz

. Ribontukleik asit

Retention Time
Reactive Oxygen Species

High Performance/Pressure Liquid Chromatography

. Kanamisin direnclilik geni
. Kloramfenikol direnglilik geni

: Sodyum hidroksit

Milimolar
Molar
Rounds per minute

Ultraviyole

. Optical density

: Absorbans
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SEKILLER DIiZINI

Sekil No:

2.1:  Pseudomonas putida.

2.2:  B-karoten molekiil yapisi.

2.3:  Likopen molekiil yapisi.

2.4:  Lutein molekiil yapisi.

2.5:  Zeaksantin molekiil yapis.

2.6:  Karotenoid biyosentez yolu.

2.7:  Likopenin kimyasal yapis.

2.8: Likopen ve diger karotenoidlerin MEP yolagi araclhigiyla biyosentez
asamalart.

4.1: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin farkli karbon kaynaklar1 igeren LB
besiyerindeki hiicre yogunlugu, A474/ODeoo degeri ve yas hiicre agirligi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu.

4.2: 60 saat biyiitillen P. putida EM42/pSEVA _LYC’nin LB+fruktoz
besiyerindeki hiicre yogunlugu, A474/ODeoo degeri ve yas hiicre agirligi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu.

4.3: 72 saat biyiitilen P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin LB+fruktoz
besiyerindeki hiicre yogunlugu, As74/ODsoo degeri, yas hiicre agirhigi
dikkate alarak hesaplanan likopen konsantrasyonu ve 48. saat pelet
gorintisil.

4.4. E. coli DH50 pAC LYC soyunun LB+fruktoz besiyerindeki
A474/0D60go degeri ve hiicre yogunlugu.

4.5: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin LB+fruktoz besiyerindeki hiicre
yogunlugu, A474/ODsoo degeri ve yas hiicre agirlhigi dikkate alinarak
hesaplanan likopen konsantrasyonuna IPTG’nin etkisi.

4.6: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin LB+glikoz besiyerindeki hiicre

yogunlugu, As474/ODeoo degeri, yas hiicre agirligi dikkate alinarak
hesaplanan likopen konsantrasyonuna IPTG nin etkisi ve 48. saat pelet

goruntusu.
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4.7:

4.8:

4.9:

4.10:

4.11:

4.12:

4.13:

4.14:

4.15:

4.16:

P. putida EM42/pSEVA_LY C’nin otoindiiksiyon besiyerindeki hiicre
yogunlugu, As74/ODeoo degeri, yas hiicre agirhi@i dikkate alinarak
hesaplanan likopen konsantrasyonu ve 48. saat pelet goriintiisii.

P. putida EMA42/pSEVA LYC’nin 2xYT besiyerindeki hiicre
yogunlugu, As74/ODeoo degeri ve yas hiicre agirligi dikkate alinarak
hesaplanan likopen konsantrasyonu.

P. putida EM42/pSEVA LYC’nin 2xYT besiyerindeki hiicre
yogunlugu, As74/ODeoo degeri ve yas hiicre agirligi dikkate alinarak
hesaplanan likopen konsantrasyonuna IPTG’nin etkisi.

2xYT besiyerinde likopen iiretiminin spektrofotometrik pik (A), erlen
(B) ve pelet goriintiisii (C).

P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 4 g/L fruktoz igeren 2xYT
besiyerindeki hiicre yogunlugu, A474/ODeoo degeri ve yas hiicre agirligi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu.

P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 6 g/L fruktoz igeren 2xYT
besiyerindeki hiicre yogunlugu, A474/ODeoo degeri ve yas hiicre agirligi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu.

P. putida EM42/pSEVA LYC’nin 10 g/L fruktoz iceren 2xYT
besiyerindeki hiicre yogunlugu, A474/ODeoo degeri ve yas hiicre agirligi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu.

Farkli fruktoz konsantrasyonlarinda P. putida
EM42/pSEVA_LYC’nin 72. saatteki hiicre yogunlugu ve yas agirlik
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu.

P. putida EM42/pSEVA LYC’nin 2xYT+fruktoz (6 g/L)
besiyerindeki hiicre yogunlugu, A474/ODsoo degeri ve yas hiicre agirhigi
dikkate almarak hesaplanan likopen konsantrasyonuna IPTG’nin
etkisi.

P. putida EM42/pSEVA LYC’nin 2xYT+fruktoz (10 g/L)
besiyerindeki hiicre yogunlugu, A474/ODsoo degeri ve yas hiicre agirhigi
dikkate almarak hesaplanan likopen konsantrasyonuna IPTG’nin

etkisi.
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4.17:

4.18:

4.19:

4.20:

4.21:

4.22:

4.23:

4.24:

4.25:

4.26:

4.27:

P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 4 g/L glikoz iceren 2xYT
besiyerindeki hiicre yogunlugu, A474/ODgoodegeri ve yas hiicre agirligi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu.

P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 6 g/L glikoz iceren 2xYT
besiyerindeki hiicre yogunlugu, A474/ODeoo degeri ve yas hiicre agirligi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu.

P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 2xYT+glikoz (6 g/L) besiyerindeki
24. saat (a), 48. saat (b), 72. saat (¢) pelet goriintiisii.

P. putida EM42/pSEVA LYC’nin 10 g/L glikoz iceren 2xYT
besiyerindeki hiicre yogunlugu, A474/ODeoo degeri ve yas hiicre agirligi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu.

Farkl glikoz konsantrasyonlarinda P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin
72. saatteki hiicre yogunlugu ve yas agirhg:r dikkate alinarak
hesaplanan likopen konsantrasyonu.

P. putida EM42/pSEVA_LY C’nin 2xY T+glikoz (6 g/L) besiyerindeki
hiicre yogunlugu, As74/ODsoo degeri ve yas hiicre agirhigi dikkate

almarak hesaplanan likopen konsantrasyonuna IPTG nin etkisi.

P. putida EMA42/pSEVA_LYC’nin 2xYT+glikoz (10 g/L)
besiyerindeki hiicre yogunlugu, A474/ODeoo degeri ve yas hiicre agirligi
dikkate almarak hesaplanan likopen konsantrasyonuna IPTG’nin
etkisi.

P. putida EM42/pSEVA _LYC’nin M9 minimal (sitrat) besiyerindeki
As74/0Dsoo degeri ve yas hiicre agirligi dikkate alinarak hesaplanan

likopen konsantrasyonu.

P. putida EM42/pSEVA LYC’nin M9 kazein minimal (sitrat)
besiyerindeki As74/ODeoo degeri ve yas hiicre agirligi dikkate alinarak

hesaplanan likopen konsantrasyonu.

P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin M9 kazein (+goodies) minimal
(sitrat) besiyerindeki A474/ODegoo degeri ve yas hiicre agirligi dikkate

alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu.

P. putida EM42’nin 2xYT, 6 g/L glikoz ve 6 g/L fruktoz karbon
kaynaklar1 igceren 2xYT besiyerindeki hiicre yogunlugu, pH degeri.
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4.28:

4.29:
4.30:

4.31:

4.32:
4.33:
4.34:

4.35:

P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 2xYT, 6 g/L glikoz ve 6 g/L fruktoz
karbon kaynaklar1 iceren 2xYT besiyerindeki hiicre yogunlugu, pH
degeri.

Mobil faz 1’de likopen standardinin 21. dakikada gelen piki.

Mobil faz 2’de likopen standardinin 30. dakikada gelen piki.

Mobil faz 3°de likopen standardinin 41. dakikada gelen piki.

Mobil faz 4’de likopen standardinin 18. dakikada gelen piki.

Likopen kalibrasyon egrisi.

P. putida EM42/pSEVA _LYC’nin drettigi likopen pikinin HPLC
goruntusil

P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin farkli besiyerlerinde 72. saatteki

hiicre yogunlugu ve HPLC analizi sonucu elde edilen likopen iiretimi.
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TABLOLAR DIiZIiNi

Tablo No:
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1. GIRIS

Degerli kimyasal bilesiklere olan talebin artmasiyla bu kimyasallarin mikrobiyal
yolla tretimi alternatif hale gelmistir. Bu nedenle, endiistriyel ve farmasotik
biyoteknoloji ¢aligmalar1 oniimiizdeki yillar i¢inde daha da nem kazanacaktir [Meyer
and Turner, 2009]. Mikrobiyal iiretim bizlere kolay ¢ogaltim, karbon kaynagi olarak
diger endiistrilerden gelen atik iiriinlerin kullanilabilmesi gibi avantajlar sunmaktadir.
Uretilmek istenilen molekiil icin gerekli olan besin, uygun pH ve sicaklik
optimizasyonlari, mikoorganizmanin metabolik  yolaklarindaki  miihendislik
caligmalart miimkiin oldugunca diisiikk maaliyette yapilmas1 gerekmektedir [Chiang,
2004].

Yiyecek, icecek endiistrisinin yani sira parflim, kozmetik, saglik endiistrileri gibi
diger endiistriler tat ve koku olarak yararlanmak iizere karotenoidleri kullanirlar. Bazi
etmenler, karotenoidlerin mikrobiyal yontemlerle iiretimi i¢in arastirmacilar tesvik
etmistir. Bu faktorler; bitkisel hammaddenin bulunabilirligi ve yiiksek fiyati, bitkideki
nispeten diisiik terpen igerigi, endiistriyel 6lgekte yeterli miktarda terpen {iretimi i¢in
verimsiz ve uzun iglemli ekstraksiyon yontemlerinin kullanilmasidir. Ayni1 zamanda
geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda, mikroorganizmalar topraga gereksinim
duymadan hizli biiyliime avantajina sahiptir [Kumaran et al., 2018].

Karotenoidler bitkilerde, alglerde, mantarlarda, kuslarda ve baliketi kiitikilinde
bulunan dogal pigmentlerdir [Rao and Rao, 2007]. Insanlar veya hayvanlar tarafindan
in vivo sentezlenemezler sadece diyet yoluyla alnabilirler [Saini et al., 2015].
Karotenoid pigmentler, anti-inflamatuar ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle biyoaktif
bilesikler olup insan hastaliklarinin 6nlenmesinde ve sagligmin korunmasinda 6nemli
rol oynamaktadirlar. Bagisiklik sistemine destek olmanin yaninda kalp ve damar
hastaliklari, g6z hastaliklar1 ve bazi kanser tipleri ile miicadele etmek ig¢in
kullanilmaktadirlar. Dokulara zarar veren serbest radikalleri yok ederler, DNA
hasarin1 dnleyerek kansere karsi korurlar, LDL-kétii kolesterole karsi savasirlar, A
vitaminine doniiserek gozde, kemiklerde, tireme ve bagisiklik sisteminde etki
gosterirler [Clifton et al., 2004], [Otles ve Ath, 1997]. Karotenoidleri dogrudan meyve
ve sebze tiiketerek viicudumuza aldigimizda derimizdeki karotenoid yogunlugu artar
ve cildin erken yaslanmasina ve kirigmasina neden olabilecek serbest radikaller

temizlenir. Klinik c¢aligmalar, karotenoid bilesiklerinin yara iyilesmesini
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hizlandirdigin1 ve ultraviyole hasarmi onleyerek cilt saghigint korudugunu ortaya
koymaktadir [Darvin et al., 2011]. Karotenoidler hayvan beslenmesinde de 6nemli rol
oynarlar. Daha iyi iirlin rengi, daha verimli besin iiretimi i¢in tiim hayvanlarin
karotenoidlere ihtiyacit vardir. Bu nedenle, karotenoidler hayvanlara yemleri ile
birlikte takviye olarak verilmektedir [Vilchez et al., 2011].
Biyoteknolojinin 6zel ve ¢ok dnemli bir uygulama alani olan rekombinant
DNA teknolojisi veya genetik miithendisligi tip, gida teknolojisi ve eczacilik gibi
bilim dallarinda insanliga genis ufuklar agmis ve sayisiz faydalar saglamistir.
Organizmalardan genlerin izolasyonu, manipiilasyonu ve bu gen iriinlerinin
kontrollii bir sekilde organizmalarda ifade edilmesinin saglanmasi genetik
miihendisliginin baslica konularini olugturmaktadir.

Uygulamali alanlarda genetik miihendislik teknikleri sayesinde insan insiilini,
insan biiylime hormonu, interferon, asilar ve endiistriyel enzimler gibi birgok
maddenin mikroorganizmalar araciligi ile liretilmesi miimkiin olmustur. Genlerin izole
edildikten sonra 6zellikleri iyi bilinen mikroorganizmalara aktarilmalari ile ¢ok degerli
biyolojik maddelerin bol ve ucuz sekilde elde edilmesi miimkiin olmaktadir. Bu
kapsamda hayatimizda biiyiik 6nemi olan karotenoidlerin metabolizma miihendisligi
kullanilarak bakterilerde iiretiminin saglanmasi, s6z konusu avantajlarindan dolay1

artan bir ilgi kazanmistir [Leavell et al., 2016].
1.1. Tezin Amaci, Katkis1 ve Icerigi

Etkili antioksidan o6zellikli likopen ayni zamanda bazi kanser tiirlerinin, kalp
rahatsizliklarinin ve bazi dejeneratif hastaliklarin tedavilerinde 6n plana ¢ikmaktadir.
Notrosotik olarak da biiyiik ticari dneme sahiptir. Bu nedenle likopenin hizli ve bol
miktarlarda iiretimi onemlidir. Onerilen tez ¢alismasinda Erwinia herbicola
bakterisine ait likopen sentez genleri aktarilmig P. putida bakterisinde likopen iiretimi
ve eldesini etkileyecek adimlarda optimizasyon calismalari yapilarak maksimum
seviyede likopen eldesi amag¢lanmaktadir.

Karotenoidlerin iiretimi dogal konakg¢ilarinda smirhidir. Besinsel degeri,
hastaliklarin tedavilerinde kullanim1 ve endiistriyel 6neminden dolay1 likopenin bol
miktarlarda, hizli ve ucuz yolla tiretimi biiyiik onem arz etmektedir. P. putida bakterisi

bu konuda iyi bir alternatif mikrobiyal iiretim platformu sunmaktadir. Likopen
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biyosentez genlerinin plazmit ilizerinde aktarildigi P. putida bakterisinde likopen
iiretimine yonelik ¢caligmalar sinirli oldugu i¢in 6ngoriilen tez ¢aligmast literatiire katk1
saglayarak, likopen sentezi i¢in optimal kosullarin belirlenmesine yardimci olarak bu
alanda yapilacak yeni caligmalara 151k tutacaktir.

P. putida normalde likopen tiretmeyen bir bakteri tiiriidiir. Calismada kullanilan
bakteri soyu ise likopen tiretmek igin gerekli olan genlerin (crtEIB) aktarildigi, P.
putida EM42/pSEVA_LYC soyudur. Bu tez ¢alismasinda bakteri soyu steril kiiltiir
kosullarinda, farkli karbon kaynaklar1 iceren besiyerlerinde, farkli siirelerde
izopropiltiyogalaktopiranosid (IPTG) ile uyarimli ve uyarimsiz kosullarda
biiyiitiilerek, likopen {iretiminin optimizasyonuna gidilmistir. Belirlenen karbon
kaynaklarm segilen 2xYT besiyerinde farkli konsantrasyonlar1 denenerek
optimizasyon yapilmistir. Ayni1 zamanda fruktoz ve glikoz karbon kaynaklarmin
kullanildigi 2xYT besiyerinde biyiitilen P. putida EM42 ve P. putida
EM42/pSEVA_LYC soyunda likopen iiretimi iizerine pH degisiminin etkisi
incelenmistir. Daha sonra iretilen likopen miktar1 spektrofotometrik ve analitik
(HPLC) yontemler kullanilarak analiz edilmistir. HPLC analizinde farkli protokoller

denenerek en uygun analiz kosullar1 belirlenmeye calisilmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Sentetik Biyoloji ve Metabolizma Miihendisligi

Sentetik biyoloji miihendislikte uygulanan prensiplerin biyoloji alaninda
uygulanmasini i¢eren disiplinlerarasi bir alandir. Mevcut olmayan biyolojik bilesenleri
olusturmay1 amaclar veya mevcut biyolojik sistemleri farkli amaclar i¢in yeniden
dizayn eder [Chen, 2012]. Metabolizma miihendisligi, rekombinant DNA
teknolojisinin kullanimi ile spesifik biyokimyasal reaksiyonlarin modifikasyonu veya
yeni biyokimyasal reaksiyonlarin olusturulmasi yoluyla hiicresel o6zelliklerin
yonlendirilmesidir. Metabolizma miihendisligiyle bir Organizmanin metabolik
profilini degistirmek veya biyosentetik yeteneklerini gelistirmek amaciyla, ilgili
organizmanin genetik yapisinda degisiklik yapilmasi hedeflenmektedir [Nielsen,
2001]. Molekiiler biyoloji teknikleri alanindaki gelismeler, sekanslama teknolojisinin
maliyetindeki diisiisler yiiksek miktarda genomik veri elde edilmesine ve dogal iiriin
yollarinda yer alan bir¢gok genin tanimlanmasina yol agmistir. Sonucgta bu bilgiler
karmagik biyosentetik siirecler iizerinde benzeri goriilmemis miktarda kontrol
saglamistir [Oberhardt et al., 2009].

Metabolizma miihendisliginde verimi artirmak i¢in, karbon akisi istenilen iirline
dogru artirilabilir, metabolik yolaktaki hiz smirlayic1 adimlar belirlenip rekabetci
yolaklar kapatilabilir, biyosentez siire¢lerinde yer alan genleri kontrol eden regiilator
genlerin ekspresyonu degistirilebilir [Ramos et al., 2014], [Yabuzaki, 2017] ve
organizmanin genomu yeniden diizenlenebilir [Nielsen, 2001]. Bu asamadaki 6nemli
bir basamak da konak¢1 se¢imidir. Degerli bilesikleri kendiliginden {iretebilen
mikroorganizmalarin  disinda, sentezlenmek istenilen bilesik ile ilgili
genlerin heterolog ifade edilebilmesi i¢in genetik olarak manipiile edilebilen, kiiltiire
alinmas1 giivenli ve ucuz olan bir konak¢1 mikroorganizmanin tercih edilmesine

olanak saglamaktadir [Bian et al., 2017].



2.2. Pseudomonas putida KT2440

P. putida bakterisi, ¢cubuk formunda olup polar kamgili, aerobik, gram negatif,
bir bakteridir ve boyutu 0.5-1.0 x 1.5-5.0 um’dur (Sekil 2.1; Fotograf: Esteban
Martinez Garcia, CNB/CSIC, Ispanya). Pseudomonas tiirlerinin yasayabildikleri
uygun sicaklik 25-30 °C araliginda olmakla birlikte bu bakteri tiirleri su, toprak ve
ozellikle bitki rizosferinde bulunurlar. [Brenner et al., 2005]. Karbon ve enerji kaynagi
olarak genis bir organik bilesik kullanabilme yetenegine sahip olduklarindan dolay1
besinlerin smirli oldugu habitatlarda bile kolonize olabilirler. Dogal mikrobiyal
topluluklarm o6nemli tyelerinden olan Pseudomonaslar bitki biiyiimesi {lizerinde

uyarict bir etkiye sahiptirler [Akkaya ve Arslan, 2019].

Sekil 2.1: Pseudomonas putida.

Pseudomonas tiirleri minimal besin gereksinimleri, basit biiyiime kosullar1 ile
bilinmektedirler. Bunlarin yan1 sira gesitli bilesikler iiretme ve degrade etme
kapasiteleri nedeniyle, Pseudomonas tiirleri, ¢esitli biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilmaktadir [Delfan et al., 2012]. Bir biyopolimer olan ligninden naylon tiretmek
amaglanirken katekol ara maddesinin toksisitesinden dolay1r P. putida KT2440
kullanilmustir, p-kumarik asitin tiretiminin optimizasyonunda P. putida, tirozin ve p-
kumarik asitin degradasyonunu 6nlemek igin tasarlanmigtir [Kohlstedt et al., 2018],
[Calero et al., 2016]. Yine ligninden glikozdan bagimsiz olarak mukonik asit
sentezleyebilmek igin bu bakteri ile ¢caligilmistir [Sonoki et al., 2018]. Gida, ilag ve
kisisel bakim firiinlerinde yaygin bir koruyucu olan parabenlerin hazirlanmasinda
onemli olan para hidroksi benzoik asit (PHBA) iiretimi i¢in tasarlanmistir [Yu et al.,
2016]. Etilen glikol antifiriz ve boru hatlarinda, diger bir¢ok endiistriyel uygulamada

hammadde olarak kullanilir. Etilen glikol metabolize edilirken olusan toksik ara
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maddelerden daha fazla korunmak i¢in P. putida KT2440 ile ¢alisilmistir [Franden et
al., 2018]. Biyotransformasyon yaklagimlar1 kullanilarak karotenoid siifindan
zeaksantin ve likopen izoprenoidlerinin {iretimi i¢in kullanilmustir [Beuttler et al.,
2011], [Hernandez-Arranz et al., 2019]. Ancak P. putida bakterisinde smirli sayida
calisma bulunmaktadir.

Pseudomonas cinsinin tiyeleri, ¢esitli hidrokarbonlarin, aromatik bilesiklerin ve
bunlarin tiirevlerinin toksisitesine karsi toleransi ile {inliidiir. Bu bilesiklerin dnemli
bir kismi toksiktir ve cevresel kirletici maddeler olarak bilinmelerine karsin ¢ogu,
Pseudomonas tiirleri tarafindan biiytimeleri i¢in kullanilabilmektedir [Nelson et al.,
2002]. Ayn1 zamanda, bakteri antibiyotikler ve organik ¢oziiciiler dahil olmak iizere
ksenobiyotiklere kars1 yiiksek bir tolerans gosterirler [Fernandez et al., 2009]

P. putida KT2440 saprofitik, patojenik olmayan, GRAS (generally regarded as
safe) sertifikali bir bakteridir. Escherichia coli (E. coli) dahil olmak iizere diger
mikrobiyal platformlar i¢in inhibitér olan endojen ve eksojen streslere karsi yiiksek
oranda direnglidir. Endiistriyel olarak ilgili kimyasallara (etanol, kumarik asit, toliien);
biyokiitle hidrolizi sonucu olusan iiriinlere (furfural, benzoat, asetik asit) karsi
dayaniklidirlar. Ornegin E. coli veya Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) icin
toksik olan monoterpen geranik asitin yliksek konsantrasyonlarindan etkilenmezler
[Mi et al., 2014]. P. putida KT2440’1n biiyliyebilecegi disakkaritler smirlidir (glikoz,
fruktoz). Bazi 5C’lu sckerleri ve disakkaritleri verimli sekilde metabolize
edemediklerinden seliilozik ve hemiseliilozik atiklarm karbonhidrat {irtinlerini islemek
i¢in platform olarak kullanimlarini siirlamaktadir [Kim and Park, 2014]. Buna karsin
P. putida KT2440, ¢ok yonlii metabolizmasi, basit besin gereksinimi ile hizli biiyiime
orani ve zorlu ¢evre kosullarina karsi yiiksek dayaniklilik gostermesi gibi avantajli
bir¢ok 6zelligiyle biyoteknolojik ¢alismalar i¢in 6n plana ¢ikmaktadir [Ebert et al.,
2011], [Poblete-Castro et al., 2012].

2.3. Pseudomonas putida EM42

P. putida KT2440 susunun genomu diizenlenerek elde edilmistir. Karakterize
edilmis en kapsamli Pseudomonas olarak, giiniimiizde molekiiler biyoloji alaninda
kullanilan mevcut sistemler ve sentetik biyoloji araglarmin kullanilabilirligine sahiptir

[Dammeyer et al., 2011], [Nikel and Lorenzo, 2014]. P. putida EM42 susu KT2440
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susu ile karsilastirildiginda oksidatif strese kars1 daha diistik duyarlilik, artmig biiyiime
orani ve heterolog genlerin daha iyi ekspresyonu dahil olmak iizere gelismis fizyolojik
ozelliklere sahiptir. Cesitli enerji tiiketen fonksiyonlarmin silinmesiyle genomu
diizenlenmis olan P. putida EM42 susunun hiicre i¢indeki daha yiiksek ATP seviyesi,
bu bakterinin yiiksek sicakliga kars1 tolerans penceresini genisletmistir. Pseudomonas
tiirlerinin dogal nislerindeki biiyiime optimum sicakliklar1 25-30 °C araligindadir. P.
putida KT2440’1n 42°C’de 6liimii gergeklesirken, EM42 varyant popiilasyonun ¢ogu
en az 6 saat boyunca 42°C’de biiyiime ve yasamini korumustur. Heterolog ekspresyon
calismalarinda yliksek sicakliga toleransi fazla olan bu varyantin kullanilmasinin
oldukca faydali olacagi diisiiniilmektedir.

Endiistriyel uygulamalarda kullanabilmek adina daha uygun hale getirmek i¢in
P. putida EM42; P. putida KT2440’in genomundan yaklasik 300 geninin (yaklasik %
4.3) silinmesiyle tiim kararsizliklardan uzaklastirilarak tasarlanmistir. Kamgi
mekanizmalar1 da ortadan kaldirilmistir. Elde edilen hareketsiz susun farkli tipte
fizikokimyasal streslere dayanmada yaban tipi soydan daha iistiin oldugu ortaya
¢ikmistir. Genomu indirgenmis sus P. putida EM42’nin hiicre i¢i ATP ve NAD(P)H

seviyeleri % 20 oraninda artmistir [Martinez Garcia et al., 2014].
2.4. Pseudomonas putida ve Metabolizma Miihendisligi

Son yillarda ¢ok basit manipiilasyonlardan daha karmasik tasarimlara kadar
degisen metabolik miihendislik yaklasimlari, endiistriyel olarak ©Onem tasiyan
bilesiklerin sayisii biiyiik 6l¢iide artirmistir [Nielsen and Keasling, 2016], [Park et
al., 2018], [Woolston et al., 2013].

Toprak bakterileri, bulunduklar1 ortamda zorlu kosullara (sicaklik, su, pH
degisimi, kendilerine rakip olan diger mikroorganizmalar, patojenler vb.) maruz
kaldiklar1 i¢in metabolizma miihendisligi ¢alismalarinda kullanilmak tizere dikkat
ceken mikroorganizmalardir. Bugiine kadar, dogal olarak izole edilmis hicbir bakteri
susu, optimal bir konakg1 i¢in gerekli olan tiim 6zelliklere sahip degildir. Genetik ve
metabolizma miithendisligi caligmalariyla fonksiyonel bir konakg1 gelistirmenin temeli
olarak zorlu ortam kosullarina ve hiicre i¢inde biriken ara maddelerin toksik etkilerine
kars1 dayanikli bir bakterinin benimsenmesi ¢ok onemlidir. Bu niteliklerin baslica

orneklerinden biri olarak P. putida akla gelmektedir [Beites and Mendes, 2015].



2.5. Karotenoidler

Karotenoidler, bitkiler ve bazi mikroorganizmalar tarafindan dogal olarak
sentezlenen ve bircok dnemli fizyolojik islevi yerine getiren kirmizi, turuncu ve sart
pigmentlerdir. Fotosentetik organizmalarda fotosentez ve 151ga karsi korumada gerekli
iken; fotosentetik olmayan organizmalarda isiktan kaynaklanan oksidatif hasari
hafifletmeye yarar saglamaktadirlar. Oksidatif hasara karsi karotenoidleri etkili hale
getiren yapilarinda bulunan konjuge cift baglardir. Tetraterpenoid olan karotenoidler
C40 yapisina sahip olup yan yana dizilen 8 tane izoprenin olusturdugu merkezi iskelete
sahiptirler [Mezzomo and Ferreira, 2016]. Karotenoidler, elektron agisindan zengin
polien zincirleri sayesinde 1518a, 1s1ya, oksijene, asitlere ve bazik pH degerlerine maruz
kaldiklarinda bozulmaya kars1 olduk¢a duyarhdirlar [Xu et al., 2018].

Konjuge c¢ift bag sistemi, pigmentlere kolayca izomerize edilebilen ve
oksitlenebilen yiiksek kimyasal reaktivite saglar [Oliver and Palou, 2000]. Gliniimiize
kadar karotenoidler, 1100°den fazla farkli kimyasal yapida tespit edilen biiyiik bir
pigment smifidir [Yabuzaki, 2017]. Bu pigmentlerin biiyik ¢ogunlugu
elektromanyetik spektrumun goriiniir bolgesinin (400-500 nm ) bir kismimni absorbe
etmektedir. Bir¢ok organizma, bozunmadan kaginmaya bir yanit olarak biyotik ve
abiyotik stresler altinda karotenoid olusturma egilimindedir.

Karotenoidler renklendirici 6zelliklerinden dolay1 genellikle gida, ilag, kozmetik
ve hayvan yemi endiistrilerinde kullanilirlar. Ayrica provitamin A gibi olas1
aktiviteleri ve bagisiklik sistemini giiglendirme, dejeneratif hastalik riskini azaltma,
antioksidan Ozellikler ve antiobezite gibi saglik yararina biyolojik islevleri nedeniyle
gida takviyesinde de kullanilirlar [Niizu, 2003]. A vitamini epitel dokularin biiyiimesi,
gelisimi, bakimi; {ireme, bagisiklik sistemi ve Ozellikle fotoreseptorlerin
rejenerasyonunda rol oynamaktadir. Eksikligi, gelismekte olan {iilkelerde bebek
Oliimlerinin baslica nedeni olan ciddi bir halk saglig1 sorunudur. Cocuklukta korliige,
bilyiime bozukluklarina ve dgrenme giicliiklerine yol agar. Ote yandan, A vitamini
fazlalig1 toksiktir ve gebelikte dogustan malformasyona, kronik bdbrek yetmezligi
olan hastalarda kemik hastaligina, korliige ve 6liime neden olabilir [Ambrosio et al.,
2006], [Carvalho et al., 2006]. Karotenoidler, degisen seviyelerde doniisiim verimliligi
ile viicudun ihtiya¢ duydugu sekilde A vitaminine doniistiiriiliir. EK olarak, bitkilerde

iretilen karotenoidler de tiirlerin hayatta kalmasi ve yayilmasi i¢in 6nemli olan hayati
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bir ekolojik rol oynamaktadirlar; ¢iinkii tozlasma ve tohum icin bocekleri ve
hayvanlar1 kendilerine ¢ekmede dnemli bir isaret olan meyve ve ciceklerin rengine
katkida bulunmaktadirlar, yiiksek 151k stresi altinda potansiyel olarak 6liimciil etkilere
sahip olan yiiksek derecede reaktif serbest oksijenin olusumunu 6nleyerek 1s18a karsi
korumada olduk¢a onemlidirler [Lu and Li, 2008]. Her ne kadar hayvanlar bu
bilesenleri kendileri sentezleyemezler ve diyet yoluyla alsalarda Arizona Universitesi
arastirmacilari, yaprak bitlerinin yatay gen transferi yoluyla karotenoidleri
sentezleyebildigini bildirmislerdir [Moran and Jarvik, 2010]. Hayvanlarda bu
pigmentler belirli dokularda birikerek bir¢ok kusa, deniz omurgasizina ve baliklara
karakteristik renkler verir. Astaksantin gibi karotenoidler bazi deniz hayvanlarmin
(6rn; somon, alabalik, karides ve istakoz) ve kuslarin (6rn; flamingo ve bildircin)
dokularina pigmentasyon saglayarak bagisiklik sistemini gelistirir [Nisar et al., 2015].
Karotenoidler, kendilerine renklerini veren konjuge cift bag sistemi ve metil gruplari
baglanmis alifatik bir zincirden olusmaktadir; konjuge bag sayisi arttikca renk
yogunlugu da artmaktadr [Lindqvist and Andersson, 2002]. Olson'a gore,
karotenoidler tekli oksijeni kaybederek, serbest radikalleri uzaklastirir, kanserojen
metabolizmay1 modiile eder, hiicre proliferasyonunu inhibe eder, hiicreler arasindaki
iletisimi uyarir ve bagisiklik yanitini arttirir. In vitro ve in vivo testler, karotenoidlerin
mitkemmel antioksidanlar oldugunu gdstermektedir [Olson, 1999]. Bazi
karotenoidlerin antioksidan aktivitesi (TEAC) Tablo 2.1°de gosterilmistir [Y1ldiz,
2019].

Tablo 2.1: Karoten ve ksantofillerin antioksidan aktivitesi.

Karotenoid TEAC (mM)
Likopen 2.9+0.15
B-karoten 1.9+0.10
a-karoten 1.3+0.04
B —kriptoksantin 2.0+ 0.02
Astaksantin 0.03 +£0.03
Kantaksantin 0.02 £0.02
Lutein 1.5+£0.10
Zeaksantin 1.4+0.04




Karoten yapisinda eger karbon bulunduruyorsa karotenoid, oksijen
bulunduruyorsa ksantofil adi verilmek tizere karotenoidler yapilarma gore
“hidrokarbon karotenoidler” ve “ksantofiller” olarak iki gruba ayrilmaktadir. Apolar
ozellikte olan hidrokarbon karotenoidlerin baslicalari; a- karoten, B-karoten (Sekil 2.2)

ve likopendir (Sekil 2.3) [Yildiz, 2019].

Sekil 2.2: B-karoten molekiil yapsi.

H;C_ _~
H;C FH) j\HJ CH3 \" /\’
,/\/ . T T \\\/\\\/\/\\\/\\l/\\\\// /\/
/||; H;C CH;
CH; CH;
CHy

Sekil 2.3: Likopen molekiil yapisi.

Yapisinda karboksi, hidroksi, keto-metoksi ve epoksi formunda oksijen i¢eren,
daha polar 6zellikte olan ksantofillere 6rnek ise, B-kriptoksantin, lutein (Sekil 2.4) ve
zeaksantin (Sekil 2.5) verilebilir [Y1ldiz, 2019], [Bagdathioglu ve Demirbuke, 1999].

Sekil 2.5: Zeaksantin molekiil yapisi.
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Karotenoidler 6nemli membran bilesenleridir, ¢linkii bunlar genellikle
hidrofobik lipid ¢ekirdeginin derinliklerinde yer alan ve membran yiizeyine paralel (B-
karoten gibi polar olmayan karotenoidler) olan veya membran ikili tabakasini
kapsayan ( astaksantin gibi polar olan karotenoidler) lipitte ¢6ziiniir pigmentlerdir
[Britton, 2008]. Bu 6zelliklerinden 6tiirii apolar organik ¢oziiciilerde ¢oziinmekte olup,
alkolde coziinmezler. Coklu doymamis bir yapiya sahip olan karotenoidler, 1sil
kararliliga sahip olmakla birlikte proses ve depolama sirasinda izomerizasyona
ugramaktadir. Karotenoidlerin ¢ift bag sisteminde meydana gelen izomerizasyonlar
renk yogunlugunda azalmaya neden olmaktadir [Schieber and Carle, 2005]. Bu gift
bag sebebiyle karotenoidler kolaylikla okside olurlar. Boylece, karotenoidlerin
membran hasarini 6nlemek i¢in 151ga karsit korumanin yan1 sira, membranlarm yapisi
ve dinamikleri lizerinde de etkileri vardir [Gruszecki and Strzalka, 2005].

Sentetik karotenid kaynaklar1 kimyasal yollarla elde edilmektedirler, yemlere
eklenerek yem maliyetini artirirlar. Ornek olarak, astaksantin baliketinin dogal pembe
renginin elde edilmesi i¢in ticari olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde sentetik
karotenoidler ithal edildiklerinden dolay1 disa bagimliligi ve fazla maliyeti dnlemek
adina dogal karotenoidlere yonelim s6z konusudur [Rojas et al., 2017].

Bitki ve hayvanlarda oldugu gibi karotenoidlerin, mikrobiyal hiicrelerde de
onemli  fizyolojik  rol  oynadiklar1  bilinmektedir. = Bununla  birlikte
mikroorganizmalardaki karotenoidlerin hiicresel islevleriyle ilgili ¢alismalar nadirdir.
Bu alandaki arastirmalarin amaglar1t mikroorganizmalarin ekonomik anlamda 6nemli
karotenoidlerin kaynagi olarak kullanilmasina odaklanmistir. Dogal ortamlardaki
mikroorganizmalar genellikle ticarilestirme i¢in yetersiz verim saglar. Cok ¢esitli
(tercihen ucuz) karbon ve azot kaynaklarmin kullanilmasi, pH toleransi, sicaklik
gereksinimi, gerekli mineral konsantrasyonu, gerekli 151k kosullar1 dahil olmak {izere,
mikroorganizmalar tarafindan endiistriyel karotenoid iiretimi i¢in c¢esitli kriterler
degerlendirilmektedir. Belirli bir pigment iireten veya ticari alanlarda uygulanabilir
yeni Ozelliklere sahip tanimlanmamis pigmentler iireten yeni mikroorganizmalari

kesfetme ilgisi son yillarda 6nemli dl¢lide artmustir.
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2.6. Karotenoidlerin Biyosentezi

Bugiine kadar bitkilerde, mikroalglerde, mantarlarda ve bakterilerde binden
fazla dogal karotenoid bulunmustur [Yabuzaki, 2017]. Karotenoidlerin biyosentez
yolagi Sekil 2.6’da gosterildigi gibi iki farkli yolla ger¢eklesmektedir [Li et al., 2020].
Bunlardan biri mevalonat (MVA) yolu, esas olarak Okaryotlarda ve arkealarda
bulunurken, 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfat (MEP) yolu tipik olarak ¢ogu bakteri ve
bitki plastidinde bulunur [Chatzivasileiou, 2019]. 5C’1u iki alt birim olan izopentenil
difosfat (IPP) ve onun izomerik formu dimetilallil difosfat (DMAPP), C40 ve C50
karotenoidlerinin iiretimi i¢in evrensel dnciilerdir. Bu iki izoprenoid onciiliiniin in vivo
olarak biyosentezi sozii edilen iki yolla gegeklesirr. MVA ve MEP yolaklarinin
substratlari, tiimii merkezi karbon yolu tarafindan saglanan asetil-CoA, gliseraldehit-
3-fosfat (G3P) ve piruvattir [Wang et al., 2016], [Zhao et al., 2013]. Mikrobiyal
konakeilar tipik olarak, karotenoid biyosentezinde kritik kofaktorleri (ATP ve
NADPH) saglamak i¢in merkezi karbon yolagmi kullanir [Alper vd., 2005]. Bu
yolaklarda bir dizi enzim, asetil-CoA, piruvat ve G3P’nin, IPP ve DMAPP’e
dontistimiinii katalize eder. MV A yolaginda, bir IPP molekiilii iiretmek i¢in, 1,5 glikoz
molekiilii ve 3 ATP molekiilii tiiketilir ve MV A yolag1 kullanilarak dért NADPH
molekiilii iiretilirken, MEP kullanilarak bir glikoz molekiilii, 3 ATP molekiili ve iki
NADPH molekiilii gereklidir [Li et al., 2020]. MVA yolaginda, iki asetil-COA
molekiili,  3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA  (HMG-CoA)  olusturmak  igin
yogunlastirilir, daha sonra bir indirgeme reaksiyonu sonucu mevalonat tiretilir ve IPP
iretmek i¢in li¢ fosforilasyon ve bir dekarboksilasyon reaksiyonu gergeklesir. MEP
yolaginda IPP iiretimi G3P ve piriivatin yogunlastirilmasiyla baglar. DXP sentetaz
(DXS) ile DXP olusumu ve ardindan DXP rediiktoizomeraz enzimi vasitasiyla
indirgeyici bir izomerizasyon reaksiyonu ile MEP bilesigi olusur, ardindan sitidin
trifosfat (CTP) ile birlesme ve son olarak bir fosforilasyon ve siklizasyon reaksiyonu
sonucu IPP olusur. IPP’nin DMAPP’e izomerizasyonu IPP/DMAPP izomeraz (IDI)
ile gerceklesmektedir. Izopren oOnciilerinin olusumunun ardindan, bir DMAPP
molekiilii ve li¢ IPP molekiilii, bir geranilgeranil difosfat (GGPP) olusumu i¢in
yogunlastirilir. IPP ve DMAPP, farnesil pirofosfat (FPP) sentaz ile FPP’ye
donistirilir. Daha sonra FPP, karotenoid biyosentezinin onclii molekiili C20

GGPP’nin biyosentezi diger bir enzim olan GGPP sentaz (crtE) ile gerceklesir.
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Sonugta olusan iki tane GGPP molekiilii fitoen sentaz (crtB) ile karotenoid biyosentez
yolagindaki ilk kararli adim olan, rengi olmayan fitoeni olusturmak i¢in birbiri ardinca
eklenmektedir; sonrasinda fitoen desatiiraz (crtl) biyosentez yolundaki ilk renkli
karoten olan likopeni olusturmaktadir. Likopen 1100 farkli karotenoid veren bu
yolagin omurgasi olarak kabul edilmektedir. Likopen B-siklaz tarafindan B-iyonon
halkalarmin eklenmesiyle likopenin her iki ucunda siklizasyon yapilarak, o-karoten ve
B-karoten olusturulmaktadir. Daha sonra a-karoten ve [-karotenin lutein ve
zeaksantine hidroksilasyonu, sirasiyla B-halkali hidroksilaz ve a-halkali hidroksilaz

yoluyla gergeklesmektedir [Moise et al., 2014].

13



"NJ0A za)uasoAlg pIousloled :9°Z T8

osl
dl¥
dav  div dav njoA uaadoz|
/s
di
Adl
day d1v day dlv dadv dl¥ .daVNZ HJAYNZ
/ A N /s
ddl ddvAN dVAW VAN VOJ-9NH VoO-vv
aaw ANd AN HOWNH SOWH 120V
-davN
B HdQVN dav  d1y dld  .davN HdavN
/s J
ddvina dd9WH dd2an din-dad IN-dad J din dxa
Hds gds) 4ds) 3ds) ads) g sxa
22y ddiD > LaIPIoUSl0IBY 05D > L43|pIoualoey 09D
ey dd© »ddd — »dd9D —  » u=sojldy ——» LB|plouajoie)y oD
Juo ERES) Jua g2
| njoA zajuasoAiq piouajo.e)
a|plouajoley gD

ninpow
iopjejoy

dIV+HdOYN «—

njoA uogJiey
1IZa)J2IN
nsn3uga VoL

%

VoJ-|hesy

|

yeAnuld

H

dED

e ——————— %

—
div
HdWN

15eudey uogiey

14



2.7. Mikroorganizmalar ile Karotenoid Uretimi

Dogal iiriinler, endiistriyel takviyeler, aromalar veya kokular yasam kalitemizi
artirmak i¢in ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. Dogal {iriinlerden en yaygini
karotenoidlerdir [Avalos and Limén, 2015]. Yapisal olarak karmasik olan
karotenoidlerin cogunun ekonomik nedenlerden dolay1 kimyasal olarak sentezlenmesi
tercih edilmemektedir [Zhang et al., 2008]. Bu karmasik ¢ok asamali slireglerden sonra
dogal kaynaklarindan diisiik verimde sentezlenmis olurlar [Adadi et al., 2018].
Karotenoidlerin mikrobiyal tiretimleri, mahsul yetistirmek, mahsullerin hasat1 ve uzun
asamali ekstraksiyonlarda harcanan zamani gerektirmedigi icin tercih edilmektedir
[Jia  and Schwille, 2019]. Mikroorganizmalarm genetik ve metabolik
miihendisligindeki son gelismeler, konak¢1 mikroorganizmalarin gelismis mikrobiyal
hiicre fabrikalar1 olarak tasarlanmasini ve optimize edilmesini giderek daha fazla

miimkiin kilmaktadir [ Ajikumar et al., 2010].
2.8. Mikrobiyal Uretimin Avantaj ve Dezavantajlan

Dogal iiriinler, endiistriyel takviyeler, aromalar veya kokular yasam kalitemizi
artirmak i¢in g¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. Dogal iiriinlerden en yaygini
karotenoidlerdir [Avalos and Limén, 2015]. Yapisal olarak karmasik olan
karotenoidlerin cogunun ekonomik nedenlerden dolay1 kimyasal olarak sentezlenmesi
tercih edilmemektedir [Zhang et al., 2008]. Bu karmasik ¢ok asamali siire¢lerden sonra
dogal kaynaklarindan diisiik verimde sentezlenmis olurlar [Adadi et al., 2018].
Karotenoidlerin mikrobiyal iiretimleri, mahsul yetistirmek, mahsullerin hasat1 ve uzun
asamali ekstraksiyonlarda harcanan zamani gerektirmedigi icin tercih edilmektedir
[Jia and Schwille, 2019]. Mikroorganizmalarm genetik ve metabolik
mithendisligindeki son gelismeler, konak¢1 mikroorganizmalarin gelismis mikrobiyal
hiicre fabrikalar1 olarak tasarlanmasini ve optimize edilmesini giderek daha fazla

miimkiin kilmaktadir [Ajikumar et al., 2010].
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2.8.1. Avantajlari

Bilesiklerin mikrobiyal olarak iiretilmesi, ¢esitli pigment veren bilesiklerin
elde edilmesi, diisiikk ortam gereksinimleri ve mevsimsel kosullara bagimli olmamalar1
nedeniyle avantajlidirlar. Enzimler, amino asitler, vitaminler gibi diger degerli
bilesiklerle birlikte iiretim imkani saglar. Diisilk maliyetli karbon ve nitrojen
kaynaklar1 i¢in seker kamis1 ve pancar pekmezi gibi tarimsal endiistriyel atiklarin
kullanim1 karotenoid iiretim maliyetlerini daha da azaltir ve atiklarin giivenli bir
sekilde bertaraf edilmesini saglar. Bakterilerin prokaryotik dogasi, daha kolay genetik
modifikasyonlar saglar. Bakteri popiilasyonunun yalnizca <% 1’1 bilindiginden, diger
bakteri tiirlerinin arastirilmasi yeni karotenoidlerin tanimlanmasina yol agabilir [Ram

et al., 2020].
2.8.2. Dezavantajlari

Bakteriyel karotenoidlerin iiretimiyle iligskili yiiksek maliyetler, ticari
degerlerini diisiiriir ancak daha ekonomik hale getirmek igin optimizasyon stratejileri
kullanilarak bu sorun c¢oziilebilir. Mikroalgler ve bitkiler gibi var olan dogal ticari
karotenoid kaynaklari, bakteriyel kaynakli karotenoidlerin kabul edilebilirligi igin
zorluklar ortaya ¢ikarabilir ancak bakteriyel yontemlerle iiretimde tarladaki bitkiler
arasinda olan rekabet s6z konusu olmadigi i¢in mikroorganizmalar 6nemli bir
alternatif olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Ayrica, genetik miihendisligi yoluyla bakteri

genomunu diizenleme, sentezi artirmak adia 6nemli bir avantaj sunmaktadir [Ram et

al., 2020].

2.9. Likopen

Likopen, bitki ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilirken hayvanlar
tarafindan sentezlenemezler. Insan serumunda birincil olarak bulunan dogal
pigmentlerdir, bu nedenle insan viicudunda 6nemli bir rolii vardir. Likopen, 11
konjuge ve 2 konjuge olmayan ¢ift bag iceren yiiksek oranda doymamis bir
hidrokarbondur [Giovannucci, 1999]. Goriiniir spektrumun ¢ogunu emer ve her bir ¢ift

bag, elektronlarin daha yiiksek enerji durumlarma gegisi i¢in gereken enerjiyi azaltir
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ve boylece molekiiliin giderek daha uzun dalga boylarindaki goriiniir 15181 emmesiyle
kirmizi goriiniir. Ayrica fotosentez sirasinda 15181 emme 6zelligine sahip olan likopen
bitkileri foto duyarliliga karsi korumaktadir [Singh and Goyal, 2008]. Likopenin
kimyasal yapis1 (Sekil 2.7) ve kimyasal 6zellikleri (Tablo 2.2) gosterilmistir [Y1ldiz,
2019].

Sekil 2.7: Likopenin kimyasal yapisi.

Tablo 2.2: Likopenin kimyasal 6zelligi.

Molekiiler Agirhk (g/mol) | 536,89

Molekiiler Formiil CaoHss
Molekiiler Bilesimi (%) C % 89,49 ; H % 10,51
Siniflandirma Karotenoid, Hidrokarbon

Likopen, basta domates ve domates triinleri olmak iizere, karpuz, kayisi,
pembe greyfurt ve papaya gibi bircok meyve ve sebzede bulunmaktadir [Hwang and
Bowen, 2004]. Domates ve domates iirtinleri kisilerin genel saglhigina katki saglamakla
birlikte, oksidatif stres biyomarkirlarini baskilayarak birgok kronik hastalik riskini
azaltmaktadirlar [Palozza et al., 2011]. Bir¢cok antioksidan madde fiziksel ve kimyasal
faktorlerden etkilenmektedir ancak insan hem antioksidan ve antikanserojen etkili
likopen diger karotenoidlere nazaran yiiksek derecedeki sicakliktan, oksijen ve 1s1iktan
etkilenmemektedir. Diger antioksidan maddelerle karsilastirildiginda insan viicudunda
yiiksek diizeyde likopen bulunmaktadir. Likopenin karaciger ve prostat kanserlerine
kars1 etkisi bildirilmistir [Kayaalp, 2002], [Sheppard and Lampiris, 1994]. Likopenin
ilging bir 6zelligi de, B-karoten ve o-tokoferolii asan diizeyde onemli antioksidan
aktivitesine sahip olmasidir [Miller et al., 1996]. Bitkisel yagda az miktarda ¢oziinen
likopen suda ¢6ziinmeyen lipofilik 6zellikte bir karotenoiddir. Likopenin % 50’si 100
°C’ye maruz kaldiginda 60 dakika sonra, 125 °C’ye maruz kaldiginda 20 dakika, 150

°C’ye maruz kaldiginda ise 10 dakika sonra bozulmaktadir. Likopen kanser ve tiimore
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karst Onleyici etkisi, kardiyovaskiiler koruma, antiproliferatif ve antioksidan
etkilerinden dolayr onemlidir [Y1ldiz, 2019]. Bazi calismalar sonucunda uterus
kanserlerine karsi etkisinden dolayr olumlu sonuglar alimmistir [Song et al., 2019].
Bunun yani sira alzheimer ve kardiovaskiiler hastaliklarda da etkinligi kanitlanmistir
[Crowe-White et al., 2019], [Costa-Rodrigues et al., 2018]. Likopenin yiiksek diizeyde
antioksidan 6zelligi nedeniyle kozmetik iirtinlerde siklikla kullanilmaktadir. Viicudun
yaslanma silirecini yavaglatmakla birlikte ciltteki deformasyonlart Snlemektedir
[Marchena et al., 2020]. Likopen, serbest radikallerin viicutta meydana getirdigi
olumsuz birgok etkiyi azaltir veya daha ileriki evrede meydana gelecek yikimlari en
aza indirmektedir [Mostafa et al., 2007]. Likopenin birgok yararli 6zelliginden dolay1
daha yiiksek miktarda ve daha kararli bir likopen iiretmek i¢in biyoteknolojik
yontemler gelistirilmistir. Bu ¢alismalarda kullanilan mikroorganizmalara mayalar,
mantarlar, bakteriler ve algler o6rnek gosterilebilir [Erdman et al., 2009]. Likopen,
hidrojen peroksit (H202) ve nitrik oksit (NO) aktivitesini engelleyip, hiicreleri NO’ya
bagli membran hasar1 ve hiicre 6liimiine kars1 koruyarak reaktif oksijen tiirlerinin
sebep oldugu hiicre hasarmni 6nlemektedir. Bu etkilerini kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
ile gergeklestirmektedir [Anshumalee et al., 2007]. Reaktif oksijen tiirleri (ROS),
yapilarinda oksijen bulunduran, serbest radikal olusumuna sebep olan molekiillerdir.
Yiksek diizeyde olusumlar1 oksidatif strese neden olarak kanser ve kardiyovaskiiler
hastaliklara zemin hazirlamaktadir. Likopen 6zellikle ROS tekli oksijeni siipiirmede
etkilidir, in vitro kosullarda giiglii bir antioksidatif 6zellik gosterir, in vivo ortamlarda
ise DNA, protein ve lipitlerin oksidasyonuna kars1 koruyucudur [Khachik et al., 1997].
Bowen ve arkadaslar1 likopen bakimmdan zengin besin alimmin prostattaki oksidatif
DNA zararmi azalttigini bildirmislerdir [Rao et al., 1999].

Likopenin antioksidan roliiniin yani sira antikanser rolii de bulunmaktadir.
Hiicre aktariminda gorevli olan siklin DI’i diizenledigi ve GO/G1 faz1 arasinda
gecikmeye neden oldugu bilinmektedir. Ayni zamanda hiicreler arasi birlesme
yerlerinde haberlesmeyi artirdigi da bilinmektedir ve sonugta doku homeostazinda
oldukg¢a etkilidir. Serum insiilin benzeri biiyiime faktorii olan IGF-1 seviyesinin
artmast akciger, kolon, rektum ve prostat kanseri risklerinin artisin1 onceden
bildirmektedir. Likopen, MCF-7 g6giis kanser hiicrelerinde uyarilmig IGF-1 artigini
onemli derecede diistirmiistiir [Ahmet, 2015].

Bunun yani sira likopenin gida katki maddesi olarak ve besin takviyesi olarak

genis uygulama alanlar1 vardir. Literatiir raporlarina goére, giinliikk maksimum likopen
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alimi1 75 mg’dir ve bu, iyi bir besin takviyesidir [Shao and Hathcock, 2006]. Likopenin
uygulama amaglar1 esas olarak kanser, yaglanma, yorgunluk 6nleme ve fonksiyonel
icecekler, renklendirici maddeler igeren saglikli gidalar gelistirmektir. Bu anlamda
likopen, saglikl1 besinler gelistirmek icin iyi bir olanak saglamaktadir. Ornegin, in vivo
hayvan caligmalari, domates tozu diyetinin kimyasal olarak indiiklenmis prostat
kanserinin gelisimini geciktirdigini gostermistir. Etki mekanizmasi, likopenin
viicuttaki tekli oksijenin etkisini yok edip reaksiyona girmesini engelleyip, hiicre
iletisimini tesvik etmesi olabilir [Campbell and Erdman, 2005].

Likopenin yogun egzersizin ardindan ortaya ¢ikabilecek iltihaplanmaya ve
oksidatif strese karsi koyabilme yeteneginden dolayr bir¢ok ticari sirket, sporcu
icecekleri ve bilesik meyve suyu i¢ecekleri icin ¢esitli likopen igeren formiilasyonlar
gelistirmislerdir. Ayn1 zamanda likopen, gida isleme alaninda renklendirici ve gida
katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi likopenin
giivenligini ve etkinligini degerlendimis ve Nisan 2008’de likopenin gida

bilesenlerinde giivenle kullanilabilecegni agiklamistir [Aguilar et al., 2008].

2.9.1. Likopenin Mikrobiyal Biyosentezi

Likopen dogrudan bitkilerden ekstrakte edilebilir ya da kimyasal olarak
sentezlenebilir. Bitkilerden elde edilen likopenin diisiik miktarda oldugu ve
ekstraksiyon prosediiriiniin yiiksek maliyetli oldugu bilinmektedir. Kimyasal olarak
sentezlenmesi ise kompleks ve kullanilmasi riskli materyalleri gerektirmektedir.
Metabolizma miihendisligi ve sentetik biyoloji alanindaki son gelismeler likopenin
mikoorganizmalar tarafindan uygun maaliyette liretilmesine izin vermistir. Likopenin
mikrobiyal olarak tiretilmesinde, bes karbonlu (C5) IPP ve DMAPP 6nemli olan iki
izoprenoid Onctildiirler. Bu iki izoprenoid Onciiliiniin in vivo olarak biyosentezi iki
yolla (Sekil 2.9) gerceklesmektedir [Ram et al., 2020]. Bunlar MEP ve MV A yolagidir.
MEP yolag1 esas olarak prokaryotik hiicrelerde, MV A yolag1 bilinen tiim dkaryotik
hiicrelerde bulunmaktadir. Bir dizi enzim, asetil-COA, piruvat ve gliseraldehit-3-
fosfatin (G3P), IPP ve DMAPP’e doniisiimiinii katalize eder. IPP ve DMAPP, FPP
sentaz ile farnesil pirofosfat (FPP)’a doniistiiriiliir. Daha sonra FPP, geranilgeranil

difosfat sentaz (crtE), fitoen sentaz (crtB) ve fitoen desatiiraz (crtl) tarafindan sirasiyla
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geranilgeranil di fosfat (GGPP), fitoen ve sonugcta likopen sentezi gergeklesmektedir
[Liu et al., 2020].

Piriivat + G3P ===p> DXP =———p MEP

CrtE

Likopen
+ Likopen B-siklaz
; Likopen B-siklaz
B-karoten

E f-halkal1 hidrolaz
v
Zeaksantin
- A
Violaksantin deepoksidaz . _ Zeaksantin Epoksidaz
v :
Anteraksantin

Violaksantin depoksidaz & ? Zeaksantin Epoksidaz
. v 5 -
Violaksantin
Neoksantin Sentaz
v
Neoksantin

Sekil 2.8: Likopen ve diger karotenoidlerin MEP yolag1 arachigiyla biyosentez
agsamalart.

Xu ve arkadaglar1 2018’de yaptiklar1 ¢alismada Deinococcus wulumugiensis
R12 soyundan alman crtg, crtB ve crtl genleri kopya sayilar1 farkl vektorler olan
pET28A (diisiik kopya sayili) ve pTrc99A (orta kopya sayili)’ya klonlanmistir, daha
sonra bu olusturulan plazmitler farkli E. coli konak suslarina (DH5a, BL21, JM109)
aktarilmiglardir. 60 saat boyunca Lysogeny broth (LB) besiyerinde biiyiitiildiiklerinde
biyokiitle (DCW) ve likopen iiretimi 40-50. saatte maksimuma ulagmistir. Ayni
calismada rekombinant E. coli hiicrelerinde hiicre biiyiimesi ve likopen iiretimine
karbon kaynaklarmin etkisi incelenmistir. 99JM 40 saat 2xYT besiyerinde karbon
kaynaksiz ve glikoz (% 6), fruktoz (% 6), gliserol (% 20) eklenerek biiyiitiilmiistiir.
2xYT gliserol ile diger karbon kaynaklarmdan yaklagik 1,5 kat fazla olarak likopen
dretimi gozlenmistir. En diislik likopen iiretimi glikoz karbon kaynaginda oldugu
bildirilmistir [Xu et al., 2018].
Zhang ve arkadaglar1 ise 2015 yilinda likopen iiretiminde onemli rolleri olan

CrtE, crtB ve crtl genlerini igeren pACLY Cipi plazmitinin aktarildigi E.coli’de likopen
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iiretimini artirmak i¢in uygun konakg1 ve besiyeri optimizasyonu yapmislardir. Uygun
konag1 se¢mek igin pACLYCipi plazmiti E.coli’nin farkli suslarma aktarilmistir ve
genel olarak bakterilerin bliylime gosterdigi LB besiyerinde 24 saat biiyiitiilmistiir.
Daha sonra E. coli K12 susunda yapilan besiyeri optimizasyonunda gliserol ve glikoz
karbon kaynagma nazaran 6 g/L fruktoz karbon kaynaginin ilavesi daha yiiksek
verimde likopen iiretimiyle sonuglanmistir [Zhang et al., 2015].

Bagka bir ¢alismada yine likopen iireten genler Brevibacterium linens’ten
alinmig, sonugta olusan pACM-Eg.-Bg.r-lsL plazmiti, E. coli SURE soyuna
aktarilmistir. MR besiyerinde 25 saat biiyiitiilmiistiir. Glikoz, mannoz, maltoz, gliserol,
laktoz ve galaktoz olmak iizere alt1 farkli karbon kaynagi denenmistir. Hiicre
yogunlugu ve likopen iiretiminin en iyi sonu¢ verdigi karbon kaynagmin gliserol
oldugu bildirilmistir [Kim et al., 2010].

Deinococcus wulumigiensis R12’den alian crtE, crtB ve crtl genleri E. coli
BL21’e aktarilip, Shine Dalgarno (SD) bolgeleri optimize edilerek 2xYT+gliserol
ortaminda daha yiiksek oranda likopen biyosentezi elde edilmistir [Jin et al., 2015].

Wen Du ve arkadaslar1 rekombinant E. coli K12f-pACLYC soyunda likopen
iretimini  gelistirmek i¢in yaptiklar1 c¢aligmada farkli karbon kaynaklar1
kullanmiglardir. 10 g/L konsantrasyonunda fruktoz karbon kaynagi kullanildiginda
yiiksek biiylime ve likopen tiretim kapasitesi gézlenmistir [Du et al., 2016].

MVA yolagma dikkat ¢eken bir calismada crtE, crtB, crtl, idi genlerini ve MVA
yolagindaki genleri tasiyan plazmitlerin aktarildig1 E. coli BW125113 soyunda erlen
calisgmasinda karbon kaynagi olarak glikoz ve gliserol birlikte kullanilmistir
[Albermann, 2010].

Ekstremofilik bir mikroorganizma olan Deinococcus radiodurans R1 soyunda
ilk olarak, crtLm geni kodlayan likopen siklaz, likopenin y-karotene doniisiimiinii
onlemek i¢in silinmistir. Daha sonra, fitoen sentazi kodlayan crtB geni ve 1-deoksi-D-
ksiliiloz 5-fosfat sentazi kodlayan dxs geni, likopene dogru karbon akigini arttirmak
icin asir1 eksprese edilip, crtg, crtB, crtl, dxs ve idi genlerinin likopen firetimi
tizerindeki etkilerini incelemek i¢in her gen bir AcrtLm D. Radiodurans R1 susunda
test edilmistir. Sonucta crtB geninin asir1 ekspresyonu, bes gen arasinda en iyi
sonuglart saglamistir. Dxs geni ile birlikte crtB’yi asir1 ifade eden AcrtLm D.
radiodurans R1’de likopen iiretimi 6nemli 6l¢tide artmustir. Kiiltiirler yar1 tanimlanmis
ortama 10 g/L glikoz ve 1 g/L maya ekstrakti eklenerek 72 saat biiyiitiilmiistiir [Kang

et al. 2020].
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P. putida KT2440 susunda, degerli bir ksantofil olan zeaksantinin biyosentezi
caligilmistir. Pantoea ananatis’ten bes karotenojenik geni (crtE, crtl, crtB, crtY ve
crtZ) ve E. coli’den ti¢ geni (idi, iSpA ve dxs) barindiran, L-ramnoz ile indiiklenebilir
bir promotorun kontrolii altinda yeni bir plazmit olusturulmustur. P. putida KT2440
soyunun, karotenoid iiretimi i¢in plazmitleri zorlukla tolere ettigi saptanmstir [Beuttler
etal., 2011].

Hernandez-Arranz ve arkadaslar1 P. putida KT2440’ta [IPP ve DMAPP sentezi
icin eksojen MV A yolagi ekleyerek, nDXS (mutant DXS) yoluyla DXP iireterek ve
farkli promotorlarin kontrolii altinda DXS ve diger MEP yolagi enzimlerini ifade
ederek izoprenoid Onciilerinin seviyelerini artirma ve bu sayede likopen tiretimini
iyilestirmeyi denemislerdir. Pantoea ananatis’ten crtE, crtl ve crtB genleri alinarak
KT2440’ta ifade edilmistir. P. putida bakterisinde likopen iiretiminin kaydedildigi
baska bir ¢aligma yoktur. Likopen sentez genlerinin ifadesi dogrulandiktan sonra
CrtEIB operonu kendi promotoru ile P. putida KT2440’in kromozomuna entegre
edilmistir (KTLYC). Diisiik likopen iiretiminden dolay1 IPP ve DMAPP’i artirmak i¢in
bu sus kullanilmistir [Hernandez-Arranz et al., 2019].

2.10. Promotorlar ve IPTG

Promotorlar, gen ifadesinin diizenlenmesinde anahtar unsurlardan biridir.
Bakteri hiicreleri, farkli biiylime evrelerine veya degisen ¢evre kosullarina bagli olarak
gen ifadesini kontrol ederler. Transkripsiyon, biiyiikk ¢ok alt birimli bir enzim olan
RNA polimeraz (RNAP) enzimine baghdir. Bakterilerde, transkripsiyon, farkli
sinyallere yanit olarak gen ifadesini aktiflestiren veya baskilayan diizenleyici
proteinler i¢in promotor ve baglanma bolgesi iceren diizenleyici bolgeler tarafindan
kontrol edilir. Sigma alt birimi promotor bolgesine baglanarak transkripsiyonu
baslatir. Cogu bakteri, sigma faktoriiniin birden fazla tiiriinii kodlar. Ornegin E. coli'de,
sigma alt biriminin yedi tiirii mevcuttur ve her biri belirli bir promotor bdlgesini tanir
[Minchin and Busby, 2009]. Genel olarak bakterilerin yasamsal evrelerine, degisen
cevre kosullarina uyum saglamada gosterdigi basar1 bu kontrol mekanizmasiyla
aciklanabilir.

Sentetik promotorlarla rekombinant yapilardaki gen ifadeleri daha hizli ve daha

spesifik kontrol edilebilir. Ideal bir promotor, baskilandiginda tamamen kapali olmal,
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indiiklendiginde ise farkli seviyelerde giiclere ayarlanabilmelidir. Sentetik biyologlar
tarafindan E. coli ve S. cerevisiae gibi ¢esitli organizmalarin genomlari tasarlanmasia
karsilik bu organizmalarin disinda ¢esitli organizmalarda islev goren gen diizenleyici
Ogelere yonelik artan bir ihtiyag vardir [Wang et al., 2019]. Sentetik promotorlarin
gelistirilmesi dnceden bilinen dogal promotorlari, yeni diizenleyici birimler ekleyerek
degistirmektir. Hiicresel miihendislik, ilgilenilen bir¢ok genin ekspresyon
seviyelerinin siki1 bir sekilde diizenlenmesini gerektirir ve bu kontroller ile
diizenlemeler, verimli gen ekspresyon sistemlerini gerektirir. Bunlarin gelistirilmesi,
gen ekspresyon seviyesi ve dlizenlenmesiyle yakindan iligkili oldugu i¢in promotor
se¢imi Ozellikle 6nemlidir [Siegl et al., 2013].

Operonlar ise bir promotor bdlgenin kontrolii altinda bir gen kiimesi iceren
DNA’nin islevsel bir birimidir. En yaygin kontrol mekanizmalarindan biri olan Lac
operonu hiicrede transkripsiyonun gerceklesmesi i¢in acilip kapanmaktadir.
Promotore bitisik olan operatore protein baskilayicilar baglanir. Baskilayici proteinin
operatore baglanmasi transkripsiyonun baslamasini 6nler. Bu baskilayici protein Lac
operonunun pargasit olmayan ayr1 bir gen olan lacl tarafindan iretilir. Operator ve
promotor bolgelerinin rélatif pozisyonu tiim operonlar i¢in ayn1 degildir ancak sonug
aynidir; baskilayicinin operatore baglanmasi RNA polimerazin promotordan hareket
etmesini ve transkripsiyonun baglamasimi 6nlemektedir. Lac baskilayici proteini ayrica
allolaktoz ( laktozun bir tiirevi ) i¢in afiniteye sahiptir. Allolaktozun baskilayiciya
baglanmasi1 proteinde allosterik bir degisiklige neden olur ve baskilayict artik
operatore baglanamaz. Sonugta laktoz varhiginda baskilayict inaktiftir, operon
eksprese edilir ve hiicre laktoz metabolizmasi i¢in gerekli olan enzimleri tiretir. Laktoz
yoklugunda baskilayici aktiftir operatére baglanir ve Lac operonun transkripsiyonu
onler [Field and Osbourn, 2012]. Laktoz rahatsiz edici bir indiikleyicidir; ¢iinkii
indiiksiyon olur olmaz metabolize olmaya baslar. Bu nedenle etkiyi azaltma
egilimindedir. Molekiiler biyoloji ve biyoteknolojide en yaygin kullanilan
indiikleyicilerden biri laktoz baskilayict lacl'nin etkisini engelleyen IPTG dir. IPTG
B-galaktozidaz tarafindan inhibe edilmez [Marbach and Bettenbrock, 2009].
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2.11. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Oncelikle kromatografi; saglk, tarim, sanayi gibi birgok degisik alanda cesitli
Ol¢lim, ayristirma ve saflagtirma gibi degisik amaglar i¢in kullanilmaktadir. En 6nemli
kromatografi yontemlerinden biri ise maddeleri kolondan ¢ikis zamanlarina (Retention
Time, RT) gore analiz yapan sivi kromatografi temelli HPLC yontemidir.
Kromatografi, ortak ve uygun bir ¢dziicii ortamimda, karisimin i¢erdigi maddelerin,
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine gore c¢oziinerek ayrilma islemleri olarak
tanimlanmaktadir [Y1ldiz et al., 1997]. Kromatografik analizlerin ana amac1 istenilen
numunenin ayrimi ve miktarmin 6lgiilmesidir.

Bu yontem, c¢esitli maddelerin, hareketli bir faz yardimiyla, sabit bir faz
iizerinde, degisik hizlarla hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri esasmna dayanir.
Coziicii olarak adlandirilan hareketli faz mobil fazdir. Numuneyi, sabit faz (kolon)
boyunca tagimaktadir. Mobil faz igerisinde gelen numuneye ait bilesenlerin etkilesime
girdikleri ve belirli 6l¢iide alikonulduklar: faz ise sabit faz olarak adlandirilir. Mobil
faz sivi, sabit faz seliiloz kagidindan kapiller cam tiiplere kadar farkl bir dizi
materyalden olabilmektedir. Karisim, destek ortami (sabit faz) boyunca ilerlerken,
molekiil destek ortamindaki fonksiyonel gruplarla etkilesime girer. Sabit faz
kromatografi tekniginin ¢esidine gore tasarlanmis, ¢cok degisik materyallerden, ¢ok
farkl Olgiilerde imal edilmistir ve “kolon” olarak adlandirilirlar. Alikonma siiresi ise
mobil faz i¢erisinde, analizi yapilacak numunenin bilesenlerinin sabit faz ile etkilesime
girerek, belirli oranda tutulmalari, yavaslatilmalar1 ve boylece farkli zamanlarda sabit
fazi terk etmeleri olayidir [Eser ve Sepici Dingel, 2018].

Cihaz temelde 5 kisimdan olusur. Bu kisimlar; mobil faz, pompa, enjektor,
kolon, dedektordiir. Yaygin olarak kullanildiklar1 alanlara ise klinik biyokimya (safra
asitleri, lire ekstraktlari, ilag metabolitleri), gida ve g¢evre kirleticileri (pestisitler,
herbisitler, fenoller), ilag analizleri (antibiyotikler, steroitler, analjezikler), gida
analizleri (antioksidanlar, alfatoksinler, suni tatlandiricilar, gida katki maddelersi,
hormon ve pestisit kalint1 analizleri, su analizleri), adli tip, toksikoloji (uyusturucu
ilaclar, narkotikler, zehirler), biyokimyasal analizler (aminoasitler, proteinler,
karbonhidratlar, lipitler, hormonlar, vitaminler, ketosteroidler, porfirin, homosistein),

endiistriyel analizler (polimerler, boyalar, ylizey aktif maddeler, c¢ok halkali
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aromatikler, petro kimya uygulamalari) 6rnek verilebilir [Boyer, 2009], [Gault and
McClenaghan. 2009].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Bakteri Soylar1

Bu tez calismasinda likopen iiretimine bakilmak amaciyla kullanilan bakteri

soyu, likopen sentezinden sorumlu olan crtE, crtB ve crtl genlerini tasiyan P. putida
EM42/pSEVA_LYC soyu (Dr. Ozlem Akkaya’dan temin edilmistir.), P. putida EM42
ve likopen sentezinden sorumlu olan crtE, crtB ve crtl genlerini tasiyan E. coli
DH5a/pAC_LYC soyudur [Cunningham, 1994]. P. putida EM42/pSEVA_LYC soyu
kanamisine direnglilik geni (KmR); E. coli DH50/pAC_LYC soyu kloramfenikole

direnclilik geni (Cm®) tasimaktadir.

3.1.2. Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan kimyasallar Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1: Tez ¢aligmasinda kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Ad1 | Firma Adi Katolog No
Pepton Merck 107228
Maya Ekstrakt1 | Merck 103753
NaCl Merck 1064041000
MgSO. Merck A543086423
Agar Affymetrix/USB AAJ10907A1
Tripton Biolife 21P010
KH2PO, Chem Cruz 7778770
KoHPO, Alfa Aesar AA11593A7
Gliserol Merck 1040932500
D-Glikoz Duchefa Biochemie 5996101
Laktoz Conda 190200
Fruktoz Sigma Aldrich 57487
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Tablo 3.1: Devam.

Na:HPO4 Sigma Aldrich 7558794
Na;HPO4-2H,O | Chem Cruz 10028247
MgSO4 Merck 1058861000
NH4CI Chem Cruz 12125029
Sitrat Chem Cruz A2216
Kazein Sigma Aldrich 91079402
LB Broth Miller | BD Difco 244620
Agar Affymetrix/USB AAJ10907A1
Aseton Merck 1000141000
Tetrahidrofuran | Sigma Aldrich SZBF335MV
Asetonitril Merck 1000302500
Metanol Supelco 1060072500
Diklorometan Merck 1060502500
3.1.3. Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar Tablo 3.2°de listelenmistir.

Tablo 3.2: Tez ¢calismasinda kullanilan cihazlar.

Cihaz Adi Cihaz Modeli | Firma Adi

Hassas Terazi TP3030 Denver Enstrument
pH metre Hanna Ph209

Inkiibatér EC-160 Niive
Spektrofotometre UV-1800 Shimadzu

HPLC Shimadzu

HPLC UV Dedektor | SPD-20A Shimadzu
Sogutmali Inkiibatér | ES-120 Niive

Sogutmali Santrifiij | CF48R Awel




3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan Besiyerleri

3.2.1.1. Lysogeny (LB) Broth

Lysogeny broth (LB), zengin bir besiyeridir ve bakteri biiyiitmede, plazmit
saflagtirmasinda, protein ekspresyonu ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Birgok bakteri tiirii i¢in hizli ve verimli bir bilyiime saglar. Ilk olarak 1951 yilinda
Giuseppe Bertani tarafindan agiklanmistir [Sezonov et al., 2007]. Besin igerigi ve
konsantrasyonlar1 Tablo 3.3’te yer almaktadir. Besiyeri, dH2O ile istenen hacimde,
gerekli miktarlarda bilesenler tartilarak hazirlandi. pH degeri sodyum hidroksit
(NaOH) ile 7.57’ye ayarlandiktan sonra 121 °C’de 20 dakika sterilizasyon ig¢in
otoklavlandi. LB Agar besiyerini hazirlamak i¢in besiyerine 15 g/L
konsantrasyonunda agar eklendi.

Tablo 3.3: LB besiyeri igerigi.

Bilesimi Konsantrasyon (%)

Tripton 1

Maya 6ziitii | 0,5
NaCl 1

3.2.1.2. 2xYeast Ekstrakt/Tripton (YT) Besiyeri

Bakterilerin biiyiimesi i¢in besin acgisindan zengin bir ortamdir. Tripton ve
maya Oziitli miktarlar1 bu besiyerinde fazla miktarda bulunur. Biiyiime ve gelisme
sirasinda hiicrenin ihtiya¢ duydugu ilave aminoasitler, vitaminler ve diger metabolitler
nedeniyle bakteriler bu ortamda daha fazla gelismektedirler [Y1ldiz, 2019].

Besin igerigi ve konsantrasyonlar1 Tablo 3.4’te yer almaktadir. Besiyeri, dH20
ile istenen hacimde, gerekli miktarlarda bilesenler tartilarak hazirlandi. pH degeri
sodyum hidroksit (NaOH) ile 7,57’ye ayarlandiktan sonra 121 °C’de 20 dakika

sterilizasyon i¢in otoklavland.
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Tablo 3.4: 2xYT besiyeri igerigi.

Bilesimi Konsantrasyon (%)
Tripton 1,6

Maya 0ziitii 1,0
NaCl 0,5

3.2.1.3. Otoindiiksiyon Besiyeri

Igerisinde iki farkli karbon kaynagi bulunduran oldukca zenginlestirilmis bir
besi ortamuidir. Laktoz, protein ekspresyonunu indiikleyebilmektedir ve bu indiiksiyon
farkl bilesikler ile bakterilerin tiremesi sirasinda 6nlenebilmektedir. Bakteri tiremesini
takip ederek, belirlenen zamanlarda indiikleyici eklemeden, otomatik olarak protein
ekspresyonu saglamaktadir [Studier, 2005]. indiiksiyonun baslica sebebi, besiyerinde
bulunan az miktardaki laktozdur. Ortamda glikoz oldugu zaman, laktozun hiicre igine
alimi ve hiicreler tarafindan kullanimi engellenmektedir ve sonugta laktozun
gergeklestirdigi indiiksiyon da glikoz tarafindan engellenmis olur. Glikoz baslangic
asamasindaki indiiksiyonu inhibe ederek, hiicrelerin yeterli yogunluga ulasmasini ve
yeterli plazmidin olusmasini saglamaktadir. Besiyerinde glikoz tiikendikten sonra
laktoz hiicreler tarafindan indiikleyici olarak kullanilmaktadir [Inada et al.,1996],
[Meadow et al., 1990].

Besin icerigi ve konsantrasyonlar1 Tablo 3.5’te yer almaktadir. Besiyeri, dH20
ile istenen hacimde, gerekli miktarlarda bilesenler tartilarak hazirlandi. pH degeri
sodyum hidroksit (NaOH) ile 7.57’ye ayarlandiktan sonra 121 °C’de 20 dakika

sterilizasyon i¢in otoklavlandi.

Tablo 3.5: Otoindiiksiyon besiyeri i¢erigi.

Bilesimi Konsantrasyon (%)
Pepton 2,0

Maya oziitii | 0,5

NaCl 0,5

Glikoz 0,05

Gliserol 0,6
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Tablo 3.5: Devam.

Laktoz 0,2
NazHPO4 0,6
K2HPO4 0,3

3.2.1.4. M9 Minimal Besiyeri

Cozeltiler ayr1 ayr1 istenen hacimlerde, bilesenlerin gerekli miktarlarda
tartilmasiyla hazirlandi. 121 °C’de 20 dakika sterilizasyon i¢in otoklavlandi. M9
minimal besiyeri hazirlamak i¢in ¢ozeltiler steril edilmis siselerde hazirlandi.

P. putida EM42 ve P. putida EM42/pSEVA_LY C bakteri soylarin1 -80 °C’taki
gliserol stoktan alinarak canlandirilmasi i¢in segici besiyeri olan M9 minimal agar
kullanildi. M9 minimal agar hazirlamak igin besiyeri igine % 1,6 konsantrasyonunda
agar ¢Ozeltisi eklendi.

P. putida EM42/pSEVA_LYC bakteri soyunun likopen iiretimi ve hiicre
yogunluguna bakmak i¢in ayriyeten M9 minimal besiyerine % 5 kazein ¢ozeltisinden
son konsantrasyon % 0,2 olacak sekilde kazein eklendi.

Ek olarak M9 minimal kazein besiyerine son konsantrasyon % 0.25 olacak
sekilde goodies (Garcia ve ark., 2014) eklenerek yine P. putida EM42/pSEVA LYC

bakteri soyunda likopen iiretimi ve hiicre yogunluguna bakildu.

Tablo 3.6: M9 minimal besiyeri icerigi.

Bilesimi Konsantrasyon (%)
MO tuz ¢ozeltisi (10X) | 10

1 M MgSO4 Cozeltisi | 0,2

% 20 sitrat 1
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3.2.2. Likopen Uretimi I¢in Yardimer Karbon Kaynaklar1 ve
IPTG’nin Eklenmesi

Tablo 3.7°de tez kapsaminda likopen sentezi i¢in kullanilan yardimei karbon
kaynaklart ve IPTG’nin denenen konsantrasyonlari, Ornek toplanma saatleri

verilmistir.

Tablo 3.7: Kullanilan yardimci karbon kaynaklar1 ve IPTG’nin denenen farkli
konsantrasyonlari, 6rnek toplanma saatleri.

LB i¢indeki Denenen IPTG Ornek
Kullanilan Karbon konsantrasyonu (mM) Toplanma
besiyeri kaynagi (g/L) konsantrasyonlari Aralig1
(Saat)
- - - 24 ve 48. saat
10 - 24 ve 48. saat
Fruktoz 10 - 60 saat takibi
(6 saatte 1)
10 - 24.,48. ve 72.
LB saat
10 0.1/0.5/1.0 4., 24. ve 48.
saat
Glikoz 10 0.1/0.5/1.0 4., 24. ve 48.
saat
Maltoz 10 - 24 ve 48. saat
Gliserol 10 - 24 ve 48. saat
Laktoz 10 - 24 ve 48. saat
Otoindiiksiyon - - - 4., 24. ve 48.
saat
- - - 24.,48. ve 72.
saat
- - 0.5/1.0 24.,48., 72. ve
96. saat
4 - 24.,48. ve 72.
saat
2XYT Fruktoz 6 - 24.,48. ve 72.
saat
6 0.1/0.5 24.,48. ve 72.
saat
10 - 24.,48. ve 72.
saat
10 0.1/0.5 24.,48. ve 72.
saat
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Tablo 3.7: Devam.

4 - 24.,48. ve 72.
saat
6 - 24.,48. ve 72.
saat
2xXYT Glikoz 6 0.1/0.5 24.,48. ve 72.
saat
10 - 24.,48. ve 72.
saat
10 0.1/0.5 24.,48. ve 72.
saat
Yardimci Besin
Kaynaklar1
Sitrat 20 0.1 24. ve 48. saat
M9 Kazein 2 0.1/0.5 4. ve 24. saat
minimal Goodies 2.5 0.1/0.5 24. saat

3.2.3. Soliisyonlar ve Cozeltiler

3.2.3.1. M9 Salt Soliisyonu (10X)

M9 salt soliisyonu (10X) i¢in Tablo 3.7’°de bilesenlerin konsantrasyonlar1 yer

almaktadir. pH degeri sodyum hidroksit (NaOH) ile 7.2’ye ayarlandiktan sonra 121

°C’de 20 dakika sterilizasyon i¢in otoklavlandi.

Tablo 3.8: M9 salt soliisyonu (10X) igerigi.

Bilesimi Konsantrasyon (%)
NazHPQO4.2H,0 | 7,52

KH2PO4 3,0

NaCl 0,5

NH4CI 0,5

3.2.3.2. MgSOs4 (1 M) Cozeltisi

12,04 g MgSOs 100 ml dH2O’da ¢oziildii, otoklavda 121 °C’de 20 dk

sterilizasyonu gergeklestirildi.
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3.2.3.3. % 20 Sitrat Cozeltisi

20 g sitrat 100 ml dH>0O’da ¢o6ziildii, otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilizasyonu
gerceklestirildi.

3.2.3.4. % 1,6 Agar Cozeltisi

1,6 gr agar iizerine 100 ml dH20 eklenip, otoklavda 121 °C’de 20 dk

sterilizasyonu gerceklestirildi.

3.2.3.5. % 5 Kazein Cozeltisi

5 gr kazein 100 ml dH>0O’da ¢6ziildii, otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilizasyonu
gergeklestirildi.

3.2.4. Bakteri Kiiltiir Ortamm ve Kosullari

P. putida EM42 ve P. putida EM42/pSEVA_LYC bakteri soylarmin -80
°C’taki gliserol stoktan alinarak canlandirilmasi i¢in segici besiyeri olan M9 minimal
agar lizerine tek koloni ekimi yapildi. E. coli DH5a/pAC_LYC soyu i¢in ise LB agar
iizerine tek koloni ekimi yapildi. Canlandirilan soylardan, 50 ml hacimli erlenler i¢inde
10 ml ilgili besiyeri kullanilarak tek koloni ekimlerinden 6n kiiltiir baslatildi. P. putida
EM42, P. putida EM42/pSEVA _LYC soylar1 30 °C’de 170 rpm ve E. coli
DH50/pAC_LYC soyu 37 °C’de 170 rpm kosullarinda 12-16 saat calkalamali
inkiibatorde inkiibe edildi. Daha sonra ana kiiltiirler ODegoo 0.1°¢ ayarlanarak baglatildi.
Ana kiiltlirler baslatilirken, erlenlere havalandirma oranlar1 1/3 olacak sekilde ilgili
besiyeri konuldu.

P. putida EM42/pSEVA_LYC bakteri soyu i¢in 6n kiiltiirler ve ana kiiltiirler
baglatilirken son konsantrasyon 50 pg/ml olacak sekilde kanamisin antibiyotigi
eklendi. E. coli DH5a/pAC_LYC soyu i¢in ise son konsantrasyon 30 pg/ml olacak
sekilde kloramfenikol antibiyotigi eklendi.
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3.2.5. Likopen Ekstraksiyonu Yontemi

Likopen ekstraksiyonu i¢in Zhang ve ark. (2015) tarafindan 6nerilen yontem
modifiye edildi. 15 ml hacimli falkonlara analiz edilecek saatlerde 5 ml 6rnek toplandi.
4000 rpm’de 15 dk +4°C’de santrifiij ile hiicre peletleri ¢oktiiriildii. Ust sivi atildiktan
sonra 1 ml steril miliQ su ile yikama yapildi. 4000 rpm’de 5 dk +4°C’de santrifiij ile
¢oktiirme islemi yapildi. Ust sivi atildiktan sonra peletler 2 ml aseton ile ¢oziildii. 55
°C’ye ayarlanmis ultrasonik su banyosunda 30 dk boyunca inkiibe edildi. Ornekler 10
dk araliklarla 30 saniye boyunca vorteks yapildi. Daha sonra 4000 rpm’de 15 dk
+4°C’de santrifiij yapildi. Aseton ile ekstrakte edilen likopenin bulundugu st sivi
spektrofotometrik analiz ve HPLC analizi i¢in 1.5 ml’lik tiiplere alindi. Analiz
edilinceye kadar -20°C de muhafaza edildi. Calisma iki tekrarl sekilde yapildi.

3.2.6. Ol¢iim ve Analizler

3.2.6.1. Spektrofotometrik Ol¢iim

Analizi yapilmak istenen saatlerde erlenlerden toplanan orneklerin hiicre
yogunluguna ODsoo nm’de bakildi. Ekstrakte edildikten sonra likopen iiretimine
bakilmak iizere A474 nm dalga boyundaki absorbans degeri spektrofotometrik olarak
okutuldu [Kim et al., 2010].

3.2.6.2. Likopen Miktarmin Hesaplanmasi

Belirli saatlerde toplanip, ekstraksiyonu gergeklesen orneklerin 2474 nm dalga
boyundaki absorbans degeri (As74) ve A600 nm dalga boyunda hiicre yogunlugu
(Aso0) spektrofotometrik olarak analiz edildikten sonra As74 degerinin ODgoo degerine
orant (As7a/ ODeoo) alinarak likopen tiretimine bakildi. Sonuglar P. putida EM42’ye
gore normalize edildi.

Bir diger likopen konsantrasyonunun belirlendigi formiil, ekstrakte edilecek
ornekler ekstrakte edilmeden peletlerin yas agirhig: tartilarak Kim J. ve ark. (2010),
referans almarak asagida gosterildigi gibi belirlendi [Kim et al., 2010]. Sonuglar P.
putida EM42’ye gore normalize edildi.
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Likopen konsantrasyonu (ug/g):
[ (As74 x ekstrakt hacmi ( ml) x 10%) / ( 3410 x yas pelet agirligi (g) ]

3.2.6.3. Likopen Uretiminin Belirlenmesi i¢in Kuru Agirhk Tayini

15 ml hacimli falkonlara lciim yapilacak saatlerde 5 ml &rnek topland1. Ornek
toplama islemi 15 saat siiresince 3 saatte bir 5 defa yapildi. Her 6rnek toplama saatinde
ayni zamanda spektrofotometrede A600 nm dalga boyunda hiicre yogunlugu
(ODe0o)’na bakildi. 4000 rpm’de 15 dk 4°C’de santrifiij ile hiicre peletleri ¢oktiiriildii.
Ust sivi atildiktan sonra 1 ml otoklavli distile su ile yikama yapildi. 4000 rpm’de
5 dk 4°C’de santrifiij ile ¢oktiirme islemi yapildi. Ust siv1 atildiktan sonra peletler 24
saat boyunca 80 °C’de kurutuldu. Kurutma islemi gergeklestikten sonra
dort besiyeri i¢in ayr1 ayr1 optik yogunluk-kuru agirlik kalibrasyon egrileri ¢izildi
[Liu et al., 2020]. Kalibrasyon egrisinin sonucuna gore 1 ODeoo degeri 2 mg olarak

kabul edilmistir.
3.2.6.4. HPLC Analizi

Spektrofotometrik analizlerin yan1 swra bakteri tarafindan sentezlenen
likopen miktarinin belirlenmesi i¢in HPLC yontemi de kullanildi. Analizi yapilmak
istenen saatlerde erlenlerden toplanan ornekler ekstrakte edildikten sonra HPLC
analizi i¢in 0,45pum’luk membran filtreden gegirildi ve likopen konsantrasyonunu
hesaplamak iizere UV/VIS dedektor ile 2474 nm dalga boyunda, C18 kolon
kullanilarak Seifi ve arkadaslar1 tarafindan kullanilan metot modifiye edilerek HPLC
(Shimadzu 10A, Shimadzu, Colombia, MD) analizine tabi tutuldu [Seifi et al., 2013].
Kullanilan HPLC metodu Tablo 3.8°de verildi. Ornekler 20 dakika siiresince analiz
edildi. Elde edilen likopen ekstraktinin absorbansi 474 nm’de Ol¢iildii ve likopen
konsantrasyonunun (mg/l) hesaplanmasi i¢in ticari olan likopen (Sigma, katalog

no:75051) standardi ile kalibrasyon egrisi ¢izildi.
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Tablo 3.9: Kullanilan HPLC metodu.

HPLC Metodu

Mobil faz Asetonitril:metanol:diklorometan (42:42:16)
Akis hizi 0,8 ml/dk

Kolon sicakligi 30°C

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Likopen konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in standartlar hazirlanarak 0,45

pm’luk membran filtreden gegirildi ve HPLC analizleri Tablo 3.9°da belirtilen metoda

gore yapildi. Analiz sonuglarina gore likopen icin kalibrasyon egrisi olusturuldu.

3.2.6.5. HPLC Analizi Icin Test Edilen Protokoller

Bakteri tarafindan sentezlenen likopen miktarim belirlenmesinde kullanilacak

olan en uygun HPLC metodunu kararlagtirmak igin birka¢ farkli protokol test
edildi[Sathish et al., 2009], [Priyadarsani, 2015], [Zhang et al., 2012]. Kullanilan

metodlarin kosullar1 Tablo 3.10’da gdosterildi.

Tablo 3.10: HPLC analizi igin test edilen protokoller.

Mobil Faz Akis hizi Kolon Enjeksiyon
(ml/dk) sicakligi (°C) hacmi (uL)
Metanol:Tetrahidrofuran:dH,0 1.5 30 20
(66:30:4)
Asetonitril:Metanol:Tetrahidrofuran 1 30 20
(75:20:5)
Asetonitril:Tetrahidrofuran 0.6 30 20
(90:10)
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3.2.6.6. istatistiksel Analizler

Tez kapsaminda yapilan deneyler en az iki defa tekrar edildi ve her sonug i¢in
iic ornegin ortalamasi alindi. Istatistiksel analizler tek yonli ANOVA testi ile
GraphPad Prism 8.0 yazilimi kullanilarak yapildi. Hiicre yogunlugu-Likopen
konsantrasyonu karsilastirma igeren iki cetvelli grafiklerde istatistiksel analizler hiicre
yogunlugu icin ayri, likopen konsantrasyonu igin ayri yapildi. Gruplar arasindaki

farklar Tukey testi kullanilarak P<0,05 diizeyinde anlaml1 olarak kabul edildi.
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4. SONUCLAR

41. P. putida EM42/pSEVA LYC Soyunun Farkh
Besiyerlerinde Urettigi Likopen Miktarinin
Degerlendirilmesi

4.1.1. Likopen Uretimi Icin Yardimea Karbon Kaynaklar
Kullaniminin Optimizasyonu

LB besiyeri az miktarda karbonhidrat igerdiginden dolay1 bu ¢alismada bes
farkl karbon kaynagi (fruktoz, glikoz, laktoz, gliserol, maltoz) kullanilarak likopen
iretimi gelistirilmeye ¢alisildi. P. putida EM42/pSEVA_LYC soyu 48 saat biiyiitiildii.
24 ve 48. saatlerde ornek alinarak hiicre yogunlugu ve likopen iiretimi analiz edildi.
Kullanilan karbon kaynaklar1 10 g/L konsantrasyonunda besiyerine eklendi.

Farkli karbon kaynaklariyla desteklenen LB besiyerinde hiicre yogunlugu
(ODe0o) LB+glikoz ortaminda 24. saatte 3.4, 48. saatte ise 3.0 olarak tespit edildi.
Hiicre yogunlugu diger besi ortamlarina gore oldukca diisiiktii. LB+maltoz besiyerinde
hiicre yogunlugunun 5.4’ten 4.3’e distiigi gozlensede LB+glikoz besiyerine gorece
hiicre yogunlugu daha fazla olarak belirlendi. LB+fruktoz besiyerinde ise hiicre
yogunlugu 24. saatte 7.5 ve 48. saatte 12.5’a artig gostererek LB+fruktoz besiyeri 48.
saatte hiicre biiyiimesinin en fazla gozlendigi besiyeri olarak tespit edildi. LB,
LB+laktoz, LB+gliserol besi ortamlarinda 24. saatten 48. saate kadar hiicre
biliylimesinde artis gézlendi (Sekil 4.1a).

Spektrofotometredeki As74/ODegoo Olglim sonuglarina gorece en iyi sonug
LB+glikoz besiyerinde 24. saatte 0.11 ve 48. saatte 0.13 olarak gozlendi. Daha sonra
tespit edilen en iyi sonu¢ ise LB+fruktoz besiyerinde 24 ve 48. saatte 0.07 olarak
belirlendi. LB, LB+laktoz, LB+gliserol ve LB+maltoz besiyerlerinde ise LB+glikoz
ve LB+fruktoz besiyerlerine gore As74/ODeoo degerleri oldukga diisiiktii (Sekil 4.1b).

Yas hiicre agirligi dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu
sonuglarma gore ise A474/ODsoo sonuglarindan farkli olarak, en iyi sonug¢ LB+fruktoz
besi ortaminda 94.54 ng/g miktariyla 48. saatte gozlenirken; 24. saatte likopen
konsantrasyonu 75.9 pg/g olarak hesaplandi. LB+glikoz besiyerinde ise 24. saatte
89.72 ng/g likopen gozlenirken 48. saatte bu miktarda hafif bir diisme gozlenerek 84.9
ug/g likopen sentezi belirlendi. LB, LB+laktoz, LB+gliserol ve LB+maltoz

38



besiyerlerinde ise A474/ODeoo sonuglariyla uyumlu olarak yas hiicre agirligi esas

alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonlarinda da diisiis gozlendi (Sekil 4.1c).

LB
y | —=— |B+10 g/L fruktoz
#— |B+10 g/L glikoz
104 ~ s —¥— |B+10 g/L lakloz
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Sekil 4.1: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin farkli karbon kaynaklari iceren LB
besiyerindeki hiicre yogunlugu (a), A474/ODeoo degeri (b) ve yas hiicre agirligi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu (c).

4.1.2. LB+Fruktoz Besiyerinde Likopen Uretimi

P. putida EM42/pSEVA LYC soyu LB+fruktoz besiyerinde 60 saat
biiyiitiildii. 6 saatte bir 6rnek alarak hiicre yogunlugu ve likopen iiretimi analiz edildi.
Kullanilan karbon kaynagi fruktoz 10 g/L konsantrasyonunda besiyerine eklendi.

A474/0Deg0o Olgtim sonucunda en iyi likopen tiretimi 54. saatte 0.11 olarak
analiz edildi (Sekil 4.2b). Yas hiicre agirhg: ile hesaplanan en iyi likopen
konsantrasyon sonucu ise 54. saatte 130.4 pg/g ve 60. saatte 133.455 pg/g olarak
bulundu (Sekil 4.2c).
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Sekil 4.2: 60 saat biiyiitiilen P. putida EM42/pSEVA_LY C’nin LB+fruktoz
besiyerindeki hiicre yogunlugu (a), A474/ODeoo degeri (b) ve yas hiicre agirligi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu (c).

P. putida EM42/pSEVA LYC soyu LB+fruktoz besiyerinde 72 saat
biiyiitiildii. 24, 48 ve 72. saatlerde 6rnek almarak hiicre yogunlugu ve likopen iiretimi
analiz edildi. Substrat olarak kullanilan karbon kaynag1r fruktoz 10 g/L
konsantrasyonunda besiyerine eklendi.

Fruktoz karbon kaynagiyla desteklenen LB besi ortaminda hiicre yogunlugu
24, 48 ve 72. saatte sirasiyla 5.0, 8.0 ve 8.40 olarak belirlendi (Sekil 4.3a). As74/ODeoo
Olciimlerinde likopen tiretiminde 24. saatten 72. saate (0.07°den 0.19’a artis gozlendi.)
2.7 kat artig tespit edilirken (Sekil 4.3b) 24. saatte 63.7 ug/g olan yas agirliktan
hesapladigimiz likopen konsantrasyonu 48. saatte 3 katina ¢ikip (192.2 ng/g) 72. saatte
3.3 katma (211.9 pg/g) cikmustir (Sekil 4.3c). Her iki analiz sonucunda da hiicre

yogunlugu arttik¢a likopen tiretiminin de arttigi gozlendi.
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Sekil 4.3: 72 saat buyiitiilen P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin LB+fruktoz
besiyerindeki hiicre yogunlugu (a), A474/ODsoo degeri (b), yas hiicre agirligi1 dikkate
alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu (C) ve 48. saat pelet goriintiisii. 1: P.
putida EM42, 2: E. coli DH5a pAC_LYC, 3: P. putida EM42/pSEVA_LYC (d).

Calismada pozitif kontrol amagh kullanilan E. coli DH5a pAC lyc soyunun
48 saat bliyiitiildiikten sonraki A474/ODsgoo degeri Sekil 4.4’te gosterildi. Bu soy biitiin

deney setlerinde ¢alisild1.
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Sekil 4.4: E. coli DH50 pAC_LYC soyunun LB+fruktoz besiyerindeki As74/ODsoo

degeri ve hiicre yogunlugu.




4.1.3. LB+Fruktoz Besiyerinde IPTG’nin Likopen Uretimine EtKisi

P. putida EM42/pSEVA _LYC soyu LB+fruktoz ortaminda 48 saat biiyiitiildii.
4, 24 ve 48. saatlerde 6rnek toplanarak hiicre yogunlugu ve likopen iiretimi analiz
edildi. Fruktoz karbon kaynag1 10 g/L konsantrasyonunda besiyerine eklendi. Besiyeri
icinde son konsantrasyonlart 0.1 mM, 0.5 mM ve 1 mM olacak sekilde ii¢ farkli
konsantrasyonda IPTG eklenerek IPTG nin likopen tiretimi lizerine etkisi incelendi.

4. saatteki hiicre yogunluklari, [IPTG’ nin biitiin konsantrasyonlarinda yaklasik
olarak ayniydi ve 2.0 olarak tespit edildi. 0 mM, 0.1 mM, 0.5 mM ve 1 mM IPTG ile
uyarilan deneylerde 24 ve 48. saatteki hiicre yogunluklari ise sirasyla 9.1, 9.1, 7.7, 7.5
ve 10.5, 10.2, 10.1, 11.4 olarak goézlendi. 24. saatte 0.5 mM ve 1 mM IPTG ile
indiiklenmis soylarda hiicre yogunlugunda hafif bir diislis gézlenirken; 48. saatte hiicre
yogunluklar1 arasinda yine 6nemli derecede bir fark tespit edilmedi (Sekil 4.5a).
A474/0Dsoo sonucuna gore en iyi iiretim 48. saatte IPTG ile uyarim yapilmadan 0.11
sonucu olarak goriildii. IPTG’nin denenen {i¢ farkli konsantrasyonunda daha iyi bir
sonu¢ elde edilemedi. A474/ODgoo sonucuna gore 48. saatte artan IPTG
konsantrasyonlariyla orantili olarak diisiis goriildii (Sekil 4.5b). Yas agirliktan
hesaplanan likopen konsantrasyon sonuglarina gore en iyi likopen tiretimi 48. saatte
0.1 mM IPTG eklendiginde 154.55 ng/g olarak bulunmasina karsilik IPTG olmadan
da likopen iiretimi 149.05 pg/g olarak bulundu. IPTG uyariminin likopen iiretimi

tizerinde olumlu bir etkisi goriilmedi (Sekil 4.5¢).
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ekil 4.5: P. putida EM42/pSEVA LY C’nin LB+fruktoz besiyerindeki hiicre
p p Yy
yogunlugu (a), As47a/ODeoo degeri (b) ve yas hiicre agirhigi dikkate alinarak
hesaplanan likopen konsantrasyonuna IPTG’nin etkisi (C).

4.1.4. LB+Glikoz Besiyerinde IPTG’nin Likopen Uretimine Etkisi

P. putida EM42/pSEVA_LYC soyu LB+glikoz besiyerinde 48 saat biiyiitiildii.
4, 24 ve 48. saatlerde 6rnek toplanarak hiicre yogunlugu ve likopen iiretimi analiz
edildi. Karbon kaynagi glikoz 10 g/L oraninda besiyerine eklendi. Besiyeri iginde son
konsantrasyonlar1 0.1 mM, 0.5 mM ve 1 mM olacak sekilde ii¢ farkli konsantrasyonda
IPTG eklenerek IPTG’nin likopen iiretimine etkisi incelendi.

Hiicre yogunlugunda 4, 24 ve 48. saatlerde sirasiyla 1.7, 6.1 ve 10.6 olarak artis
gozlendi (Sekil 4.6a). As7a/ODsoo sonuglarina bakildiginda 4. saatten 48. saate kadar
likopen tretimi 5 katina ¢ikarak 0.10 olarak Olgiildii (Sekil 4.6b). Likopen
konsantrasyonu sonuglarma gore ise LB+glikoz ortaminda 4. saatte 10.0 pg/g iken 48.
saatte yaklasik 13 katina ¢ikarak 133.0 pg/g likopen iiretimi gozlendi (Sekil 4.6¢).
Artan hiicre yogunluguyla birlikte likopen biyosentezinin arttig1 gézlendi.

0.1 mM, 0.5 mM ve 1 mM IPTG konsantrasyon denemelerinin her birinde
hiicre yogunluklarina bakildiginda 4, 24 ve 48. saatlerde sirasiyla yaklasik 2.0, 6.0 ve
10.0 olarak gozlendi. Hiicre yogunluklari arasinda fark ¢ok azdi (Sekil 4.6a). En iyi
likopen {tiretiminin gozlendigi 48. saatte IPTG ile indiiklenmemis olan Ornekte

A474/0ODgoo 0.10 olarak Slgiilirken; diger iic IPTG konsantrasyonunda da yaklasik
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olarak benzer oranlar (0.11) tespit edildi (Sekil 4.6b). Yas hiicre agirliklar1 dikkate
alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu ise 48. saatte IPTG ile indiiklenmemis
olan 6rnekte 133.0 pg/g iken 0.1 mM, 0.5 mM ve 1 mM IPTG konsantrasyon
denemelerinde sirastyla 136.2 pg/g, 139.2 ng/g ve 141.0 pg/g idi (Sekil 4.6¢). Buna
gore As74/0ODsno sonucuyla uyumlu olarak IPTG ile uyarimin likopen iiretimi tizerinde

olumlu bir etkisi gézlenmedi.

o
]

IPTG b 0454

=
I
o
=)
o
i

A474/0Dg99

o
1
o
o
>

Hiicre yogunlugu (ODgq0)

o

'S

48

200

150

100

50

Likopen konsantrasyonu (ug/g FW)

Zaman (Saat)

Sekil 4.6: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin LB+glikoz besiyerindeki hiicre
yogunlugu (a), As74/ODeoo degeri (b) yas hiicre agirhgi dikkate alinarak hesaplanan

likopen konsantrasyonuna IPTG’nin etkisi (¢) ve 48. saat pelet goriintiisii; 1: P.
putida EM42, 2: P. putida EM42/pSEVA_LYC (d).

4.1.5. Otoindiiksiyon Besiyerinde Likopen Uretimi

P. putida EM42/pSEVA_LYC soyu otoindiiksiyon besiyerinde 48 saat
biyiitiildii. 4, 24 ve 48. saatlerde 6rnek aliarak hiicre yogunlugu ve likopen iiretimi
analiz edildi. Hiicre yogunlugu 4, 24 ve 48. saatte sirastyla 1.5, 5.6 ve 7.5 olarak analiz
edildi (Sekil 4.7a). A474/ODsoo Ol¢iim sonuglarinda 4. saatte 0.04, 24 ve 48. saatte ise
0.07 olarak ayni degeri verdi (Sekil 4.7b). Yas agwrliktan hesaplanan likopen
konsantrasyonu 4. saatte 20.0 pg/g, 24. saatte 71.5 pg/g ve 48. saatte 78.1 pug/g likopen
tretimi gozlendi (Sekil 4.7c). Hiicre yogunlugunda 24. saatten 48. saate artig

gozlenmesine ragmen likopen iiretiminde artig gézlenmedi.
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Sekil 4.7: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin otoindiiksiyon besiyerindeki hiicre
yogunlugu (a), A47a/ODeoo degeri (b), yas hiicre agirhigi dikkate alinarak hesaplanan
likopen konsantrasyonu (c) ve 48. saat pelet goriintiisii; 1: P. putida EM42, 2: P.
putida EM42/pSEVA_LYC (d).

4.1.6. 2xYT Besiyerinde Likopen Uretimi

P. putida EM42/pSEVA _LYC soyu 2xYT besiyerinde 72 saat buyiitiildii. 24,
48 ve 72. saatlerde 6rnek alinarak hiicre yogunlugu ve likopen liretimi analiz edildi.

Hiicre yogunlugunda 24. saatten 72. saate 5’ten 7’ye artis gozlendi (Sekil 4.8a).
A474/0Dsoo sonuglarinda 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla 0.07, 0.22 ve 0.30 olarak
Olciildii ve bu deger LB+fruktoz besiyerinde goriilen likopen iiretiminin 1.5 katiyd1
(Sekil 4.8b). Aym sekilde yas agirliktan hesaplanan likopen konsantrasyonu 2xYT
besiyerinde 24. saatte 81.7 ng/g, 48. saatte 217.6 ng/g ve 72. saatte 303.6 png/g likopen
iretimi sonucu LB-+fruktoz besiyerine gore 1.5 katma c¢ikmustir (Sekil 4.8c).
LB+glikoz besiyerindeki likopen iiretimininde yaklasik 3 kat1 olarak tespit edildi.
Sonugta 2XYT besiyerinde gozlenen likopen miktar1 farkli karbon kaynaklariyla
desteklenen LB ve otoindiiksiyon besiyerindeki likopen iiretiminden daha iyi sonuglar

verdi.
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Sekil 4.8: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 2xYT besiyerindeki hiicre yogunlugu
(@), As474/0Dsoo degeri (b) ve yas hiicre agirhigr dikkate alinarak hesaplanan likopen
konsantrasyonu (c).

4.1.7. 2xYT Besiyerinde IPTG’nin Likopen Uretimine Etkisi

P. putida EM42/pSEVA LYC 2xYT besiyerinde daha sonraki saatlerde
likopen {iretimini incelemek i¢in 96 saat biiyiitiildi. 24, 48, 72 ve 96. saatlerde 6rnek
toplanarak hiicre yogunlugu ve likopen iiretimi analiz edildi. Besiyeri i¢inde son
konsantrasyonlar1 0.5 mM ve 1 mM olacak sekilde iki farkli konsantrasyonda IPTG
eklenerek IPTG’nin likopen iiretimi {izerine etkisi incelendi.

24. saatte biitiin IPTG konsantrasyon denemelerinde hiicre yogunluklari
benzerdi ve yaklasik 4.0 olarak tespit edildi. 48. saatte hiicre yogunluklar1 yine benzer
sonuglar verdi. 72. saatte ise sirastyla hiicre yogunluklar1 7.0, 6.7 ve 6.3 olarak analiz
edildi. 72. saatten sonraki likopen {iiretiminin analiz edildigi 96. saatteki hiicre
yogunluklarinda artis gézlenmedi (Sekil 4.9a). En iyi likopen iiretiminin gézlendigi
72. saatte IPTG ile uyarilmamis olan 6rnekte As74/ODeoo Sonucu 0.24, 0.5 mM ve 1
mM IPTG konsantrasyon denemelerinde 0.25 ve 0.26 sonucu gozlenirken (Sekil 4.9b)
yas agirlikla hesaplanan likopen konsantrasyonu 72. saatte IPTG ile indiiklenmemis
olan ornekte 235 ng/g iken 0.5 mM ve 1 mM IPTG uyarimlarinin olumlu bir etkisi
olmadi (Sekil 4.9c). Likopen iiretiminde her iki sonugta da 96. saatte daha iyi bir
iretim gézlenmedi.
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Sekil 4.9: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 2xYT besiyerindeki hiicre yogunlugu
(@), As474/0ODsoo degeri (b), ve yas hiicre agirligi dikkate alinarak hesaplanan likopen
konsantrasyonuna IPTG’nin etkisi (c).

2xXYT besiyerinde P. putida EM42 ve P. putida EM42/pSEVA234 LYC
soylarinin 72. saatte iirettigi likopenin erlen (Sekil 4.10B), pelet (Sekil 4.10C) ve
spektrofotometrik olarak pik (Sekil 4.10A) goriintiisti gosterildi.

+ Likopen piki (474 nm)

Sekil 4.10: 2xYT besiyerinde likopen tiretiminin spektrofotometrik pik (A), erlen (B)
ve pelet goriintiisti (C). P. putida EM42 (a), P. putida EM42/pSEVA234_LYC (b).
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4.1.8. 2xYT Besiyerinde Yardimci Karbon Kaynaklarimin Hiicre
Biiyiimesi ve Likopen Miktar1 Uzerine EtKisi

4.1.8.1. Fruktoz Konsantrasyonunun Optimizasyonu

P. putida EM42/pSEVA LYC soyu 2xYT+fruktoz besiyerinde 72 saat
biiyiitiildi. 24, 48 ve 72. saatlerde 6rnek alinarak hiicre yogunlugu ve likopen iiretimi
analiz edildi. Likopen iiretimi iizerine etkilerinin incelenmesi i¢in fruktoz karbon
kaynagi 4 g/L, 6 g/L ve 10 g/L olarak ti¢ farkli konsantrasyonda besiyerine eklendi.

4 g/LL fruktoz karbon kaynagiyla desteklenen 2xYT besi ortaminda hiicre
yogunlugu 24. saatten 72. saate 5’ten 9’a artt1 (Sekil 4.11a). A474/ODsgoo sonuglarina
bakildiginda likopen iiretimi 72. saatte 0.09 olarak analiz edildi (Sekil 4.11b). Likopen
konsantrasyon sonuglarinda 24. saatte 37.25 ng/g, 48. saatte 90.15 ng/g ve 72. saatte
99.0 pg/g likopen iiretimi gozlendi (Sekil 4.11c). Sonugta likopen iiretimi 72. saatte
fruktoz eklenmemis 2xYT ortaminda 303.0 pg/g iken 4 g/L konsantrasyonda fruktoz

eklenmesi ile likopen tiretiminde 2 kat1 kadar azalis tespit edildi.

104 0.15
& 2T+ gl fruktoz . 2:YT+4 gl frukloz

a

Hiicre yogunlugu (ODggp)
Aﬂ?d’ODGOO

TR
Zaman (Saat) Zaman (Saat)

1507 24T+ 4 gL fruktoz

100 a

504,

Likopen konsantrasyonu (uglg FW)

24 48 T2

Zaman (Saat)

Sekil 4.11: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 4 g/L fruktoz igeren 2xYT
besiyerindeki hiicre yogunlugu (a), A474/ODeoo degeri (b) ve yas hiicre agirligi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu (c).
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6 g/L fruktoz karbon kaynagiyla desteklenen 2xYT besiyerinde hiicre
yogunlugu 24, 48 ve 72. saatte sirasiyla 4.2, 5.9, ve 7.2 olarak tespit edildi (Sekil
4.12a). As74/0Dgoo Olgtimiinde en iyi likopen tiretimi 72. saatte 0.11 olarak hesaplandi
(Sekil 4.12b). Likopen konsantrasyonu sonuglarina bakildiginda ise 24. saatte 35 pg/g,
48. saatte 91 pg/g ve 72. saatte 139 pg/g likopen tiretimi gozlendi (Sekil 4.12c¢).
Sonuglar 4 g/L fruktoz eklenen konsantrasyonuyla karsilastirildiginda likopen
tiretiminde 24 ve 48. saatte anlamli bir degisiklik gozlenmezken 72. saatte 0.09 (99.0
pg/g)’dan 0.11(139 pg/g)’e artis gozlendi. Ancak sonuclar yine karbon kaynagi
eklenmeyen 2xY T ortamindaki likopen tiretiminden daha iyi degildi.

-~ 2xYT+6 gL fruktoz . 2xYT+ 6 gL fruktoz

a
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| 4 0.00

24 48 12 S M 8T
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Hiicre yogunlugu (ODgq)
A474/0Dg00

250 . 2xYT+6 gL fruktoz

200

150

a
a
100
504 b
o

24 48 T2
Zaman (Saat)

Likopen konsantrasyonu (ug/g FW)

Sekil 4.12: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 6 g/L fruktoz igeren 2xYT
besiyerindeki hiicre yogunlugu (a), A47a/ODsoo degeri (b) ve yas hiicre agirligi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu (c).

10 g/L fruktoz karbon kaynagiyla desteklenen 2xYT besiyerinde hiicre
yogunlugunun 24. saatten 72. saate 4’ten 7’ye arttig1 tespit edildi (Sekil 4.13a).
A474/0Deg0o sonuglarinda 24, 48 ve 72. saatte sirasiyla 0.06, 0.15 ve 0.26 olarak analiz
edilirken (Sekil 4.13b) likopen konsantrasyonu sonuglarinda ise en iyi likopen tiretimi
72. saatte 258.3 ng/g olarak bulundu (Sekil 4.13c). Sonugta likopen iiretiminin 6 g/L
fruktoz eklenilen 2xYT besiyerindeki likopen iiretimiyle karsilastirildiginda 2 katina
ciktig1 gézlendi.
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Sekil 4.13: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 10 g/L fruktoz iceren 2XYT
besiyerindeki hiicre yogunlugu (a), As74/ODeoo degeri (b) ve yas hiicre agirhigi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu (c).

Fruktoz karbon kaynaginin artan konsantrasyonuyla birlikte likopen tiretimi de
artmustir. En iyi likopen iiretimi 10 g/L fruktoz konsantrasyonu kullandigimiz 2xYT
besiyerinde tespit edilmesine ragmen 2xYT besiyerine karbon kaynagi eklenmeden

gbzlenen likopen tiretiminden daha iyi bir sonug elde edilmedi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: Farkli fruktoz konsantrasyonlarinda P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin
72. saatteki hiicre yogunlugu ve yas hiicre agirlig1 dikkate alinarak hesaplanan
likopen konsantrasyonu.
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4.1.8.2. 2xYT+Fruktoz Besiyerinde IPTG’nin Likopen Uretimine
Etkisi

P. putida EM42/pSEVA LYC soyu 2xYT+fruktoz besiyerinde 72 saat
biyiitiildii. 24, 48 ve 72. saatlerde IPTG nin etkisini incelemek i¢in 6rnek alinarak
hiicre yogunlugu ve likopen iiretimi analiz edildi. Fruktoz karbon kaynag1 6 g/L ve 10
g/L olarak iki farkli konsantrasyonda besiyerine eklendi. Besi ortamina 0.5 mM ve 1
mM IPTG eklendi.

6 g/L fruktoz eklenen 2xYT besiyerinde hiicre yogunluklari biitiin IPTG
konsantrasyonlarinda neredeyse benzer sekilde 24, 48 ve 72. saatte sirasiyla 4.5, 6.0
ve 7.0 olarak olgiildii (Sekil 4.15a). As74/ODgoo sonucunda ornek alman 3 saatte de
[PTG’nin olumlu bir etkisi gézlenmedi. 72. saatte 0 mM, 0.1 mM ve 0.5 mM IPTG
eklenmesiyle sirasiyla 0.12, 0.13 ve 0.13 olarak bulundu (Sekil 4.15b). Yas agirliktan
hesaplanan likopen konsantrasyon sonucunda da ayn1 sekilde IPTG’nin olumlu etkisi
gozlenmeyip 0 mM, 0.1 mM ve 0.5 mM IPTG konsantrasyonlarinda sirasiyla 154
ug/g, 157 ug/g ve 151 pg/g olarak bulundu (Sekil 4.15c).
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Sekil 4.15: P. putida EM42/pSEVA_LY C’nin 2xY T+fruktoz (6 g/L) besiyerindeki
hiicre yogunlugu (a), A474/ODeoo degeri (b) ve yas agirlik dikkate alinarak hesaplanan
likopen konsantrasyonuna IPTG’nin etkisi.

10 g/L fruktoz eklenen 2xYT besiyerinde hiicre yogunluklar1 biitiin IPTG

konsantrasyonlarinda neredeyse ayniydi. 24, 48 ve 72. saatte sirasiyla 4.0, 5.0 ve 7.0
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olarak analiz edildi (Sekil 4.16a). 6 g/L fruktoz denemesinde oldugu gibi A474/ODsoo
sonucunda 6rnek alinan 3 saatte de olumlu bir IPTG etkisi gozlenmedi. 72. saatte 0
mM, 0.1 mM ve 0.5 mM IPTG uygulanmasiyla sirasiyla 0.24, 0.25 ve 0.24 olarak
likopen iiretimi gozlenirken (Sekil 4.16b) yas agirlhiktan hesaplanan likopen
konsantrasyon sonucunda sirastyla 250 pg/g, 254 pg/g ve 283 ng/g tespit edildi (Sekil
4.16c¢).
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Sekil 4.16: P. putida EM42/pSEVA_LY C’nin 2XY T+fruktoz (10 g/L) besiyerindeki
hiicre yogunlugu (a), As74/ODsoo degeri (b) ve yas hiicre agirhigi dikkate alinarak
hesaplanan likopen konsantrasyonuna IPTG’ nin etkisi (C).

4.1.8.3. Glikoz Konsantrasyonunun Optimizasyonu

P. putida EM42/pSEVA LYC soyu 2xYT+glikoz besiyerinde 72 saat
biiyiitiildii. 24, 48 ve 72. saatlerde 6rnek alinarak hiicre yogunlugu ve likopen iiretimi
analiz edildi. Likopen iiretimi iizerine etkilerinin incelenmesi i¢in fruktoz karbon
kaynagi1 4 g/L, 6 g/L ve 10 g/L oraninda {i¢ farkli konsantrasyonda besiyerine eklendi.

4 g/l glikoz karbon kaynagiyla desteklenen 2xYT besiyerinde hiicre
yogunlugu 24, 48 ve 72. saatte sirasiyla 5.6, 7.8 ve 8.3 olarak bulundu (Sekil 4.17a).
A474/0Dg00 sonuglarinda yine 24, 48 ve 72. saatte sirasiyla 0.02, 0.04 ve 0.05 likopen
iiretimi tespit edilirken (Sekil 4.17b). likopen konsantrasyonu sonuglarinda 24. saatte

23.4 ng/g, 48. saatte 60 pg/g ve 72. saatte 50.8 nug/g likopen iiretimi gozlendi (Sekil
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4.17c). Sonugta 4 g/L glikoz konsantrasyonunda olduk¢a diisiik likopen tretimi

gbzlendi.
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Sekil 4.17: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 4 g/L glikoz igeren 2xYT
besiyerindeki hiicre yogunlugu (a), A474/ODeoo degeri (b) ve yas hiicre agirligi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu (c).

6 g/l glikoz karbon kaynagiyla desteklenen 2xYT besiyerinde hiicre
yogunlugu 24. saatten 72. saate 5’ten 7’ye artig gostermistir (Sekil 4.18a). As74/ODsoo
Olclim sonuglar1 24. saatten 72. sate kadar 5 katina ¢ikarak 0.31 olarak analiz edilirken
(Sekil 4.18b) yas agirlik ile hesaplanan likopen konsantrasyonu sonuglarina
bakildiginda 24. saatte 60.1 pg/g, 48. saatte 215.7 pg/g ve 72. saatte 279 ng/g likopen
tretimi gozlenmistir (Sekil 4.18¢). Bu hesaplamada da 72. saatte likopen tiretiminin
yaklagik 5 katina ¢iktig1 tespit edildi. 4 g/L glikoz konsantrasyonundaki likopen
iiretiminden oldukca yiiksekti. Sekil 4.19°da 24, 48 ve 72. saatteki likopen miktariyla

orantili olarak renk degisimi gdsterilmistir.
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Sekil 4.18: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 6 g/L glikoz iceren 2xYT
besiyerindeki hiicre yogunlugu (a), A474/ODeoo degeri (b) ve yas hiicre agirligi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu (c).
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Sekil 4.19: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 2xXY T+glikoz (6 g/L) besiyerindeki
24. saat (a), 48. saat (b), 72. saat (C) pelet goriintiisii.

10 g/L glikoz karbon kaynagiyla desteklenen 2xYT besiyerinde hiicre
yogunlugu 24. saatten 72. saate sirasiyla 5’ten 8’e kadar artig gosterdi (Sekil 4.20a).
A474/0Dg00 sonuglarinda 24, 48 ve 72. saatte sirasiyla 0.07, 0.18 ve 0.25 olarak tespit
edildi (Sekil 4.20b) ve yas agirlik ile hesaplanan likopen konsantrasyonu sonuglarinda
da en iyi likopen iiretim 72. saatte 226 pg/g likopen olarak tespit edildi (Sekil 4.20c¢).
Bu konsantrasyondaki likopen iiretimi 6 g/L glikoz konsantrasyonundaki likopen

tiretiminden daha iyi degildi.
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Sekil 4.20: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 10 g/L glikoz i¢ceren 2xYT
besiyerindeki hiicre yogunlugu (a), A474/ODeoo degeri (b) ve yas hiicre agirligi
dikkate alinarak hesaplanan likopen konsantrasyonu (c).

Sekil 4.21°de gosterildigi gibi glikozun denenen ii¢ konsantrasyonunda da
hiicre yogunlugu benzer iken likopen konsantrasyonlarmda farklilik gozlendi. En fazla
miktarda likopen biyosentezi karbon kaynagi kullanilmayan 2xYT besiyeri ve 6 g/L
glikoz eklenen 2xYT besiyerinde tespit edildi.
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Sekil 4.21: Farkli glikoz konsantrasyonlarinda P. putida EM42/pSEVA_LY C’nin 72.
saatteki hiicre yogunlugu ve yas hiicre agirlig1 dikkate alinarak hesaplanan likopen
konsantrasyonu.
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4.1.8.4. 2xYT+glikoz Besiyerinde IPTG’nin Likopen Uretimine Etkisi

P. putida EM42/pSEVA _LYC soyu 2xYT+glikoz besiyerinde 72 saat
biyiitiildii. 24, 48 ve 72. saatlerde IPTG nin etkisini incelemek i¢in 6rnek alinarak
hiicre yogunlugu ve likopen iiretimi analiz edildi. Glikoz karbon kaynag1 6 g/L ve 10
g/L konsantrasyonunda iki farkli konsantrasyonda besiyerine eklendi. 0.5 mM ve 1
mM konsantrasyonlarda IPTG eklenerek kiiltiirler uyarildi.

6 g/L glikoz eklenen 2xYT besiyerinde hiicre yogunluklar1 24. saatte 0 mM,
0.1 mM ve 0.5 mM IPTG konsantrasyonlarinda sirasiyla 4.8, 4.5 ve 4.5 olarak
neredeyse ayniydi (Sekil 4.22a). 48 ve 72. saatte de hiicre yogunluklar1 farkli IPTG
konsantrasyonlarinda benzerdi. A474/ODeoo sonucunda 24. ve 48. saatte farkli IPTG
konsantrasyonlarinda anlamli bir fark gdzlenmezken 72. saatte 0 mM, 0.1 mM ve 0.5
mM IPTG konsantrasyonlarinda sirasiyla 0.29, 0.24 ve 0.29 olarak analiz edildi (Sekil
4.22b). Yas agirliktan hesaplanan likopen konsantrasyonlari 24. saatte 0 mM, 0.1 mM
ve 0.5 mM IPTG konsantrasyonlarinda sirasiyla 54 pg/g, 55 ng/g ve 45 pg/g; 48. saatte
189 ng/g, 190 ug/g ve 177 pg/g ve son olarak 72. saatte ise 254 ug/g, 283 ng/g ve 297
ug/g olarak saptandi (Sekil 4.22c¢). As74/ODeoo sonucunda 0.5 mM IPTG
konsantrasyonunda likopen tiretiminde gozlenen hafif azalma yas agirlikla hesaplanan

likopen konsantrasyonunda gézlenmedi.

©
o
=

—— 0mMIPTG 0mM IPTG

- 01mMIPTG 0.1 mMIPTG
—— 05mMIPTG

=

b - 05mMIPTG

-~

(=]
B

Hiicre yogunlugu (ODggq)

a @
H
H
& |

24 48 72 2
Zaman (Saat) Zaman (Saat)

400
o 0mMIPTG
0.1 mM IPTG
== 05mMIPTG
300

200 b b

1004 I
c
L = c
] [

4 a8 72

Zaman (Saat)

Likopen konsantrasyonu (ugl/g FW)
—
H

Sekil 4.22: P. putida EM42/pSEVA_LY C’nin 2xY T+glikoz (6 g/L) besiyerindeki
hiicre yogunlugu (a), A474/ODsoo degeri (b) ve yas hiicre agirhigi dikkate alinarak
hesaplanan likopen konsantrasyonuna IPTG nin etkisi (c).
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10 g/L glikoz eklenen 2xYT besiyerinde hiicre yogunluklari 24. saatte 0 mM,
0.1 mM ve 0.5 mM IPTG konsantrasyonlarinda ayn1 olup 4.0 iken 48. saatte sirasiyla
5.2, 5.7 ve 5.5; 72. saatte ise 6.4, 7.0 ve 6.5 olarak bulundu (Sekil 4.23a). Sonugcta
hiicre yogunluklarinin {i¢ saattede farkli IPTG konsantrasyonlarinda benzer oldugu
belirlendi. As74/ODsoo sonucunda 24. saatte farkli IPTG konsantrasyonlarinda anlamli
bir fark gézlenmedi. 48. saatte sirasiyla 0.19, 0.22 ve 0.19 sonuglarina rastlanirken 72.
saatte 0.29, 0.28 ve 0.30 olarak belirlendi (Sekil 4.23b). Likopen konsantrasyon
sonuglarinda da IPTG’nin anlamli bir etkisine rastlanmazken 72. saatte likopen
konsantrasyonu 252 ug/g olarak bulundu (Sekil 4.23c).
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Sekil 4.23: P. putida EM42/pSEVA_LY C’nin 2xY T+glikoz (10 g/L) besiyerindeki
hiicre yogunlugu (a), A474/ODeoo degeri (b) ve yas hiicre agirhigi dikkate alinarak
hesaplanan likopen konsantrasyonuna IPTG’nin etkisi (c).

4.1.8.5. M9 Minimal Besiyerinde Likopen Uretimi

P. putida EM42/pSEVA_LYC soyu M9 minimal besi ortamina sitrat eklenerek
48 saat biiyiitiildii. 24 ve 48. saatlerde 6rnek alinarak hiicre yogunlugu ve likopen

iiretimi analiz edildi. Ayn1 zamanda 0.1 mM konsantrasyon IPTG nin likopen tiretimi

uzerine etkisi incelendi.
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M9 minimal besiyerindeki bakteri hiicre yogunlugu diger besi ortamlarindaki
hiicre yogunluguna goére oldukca diisiik olarak tespit edildi. IPTG ile uyarilan
kiiltiirdeki hiicre yogunluguyla uyarilmayan kiiltiirin hiicre yogunlugu benzerdi ve 24.
saatte 0.70, 48. saatte 0.60 olarak bulundu. A474/ODeoo sonuglarinda 24. saatte 0 mM
ve 0.1 mM IPTG konsantrasyonlarindaki sonuclar sirastyla 0.10 ve 0.11, 48. saatte
0.07 ve 0.10 iken (Sekil 4.24a) yas agirlikla hesaplanan likopen konsantrasyonu
degerlerine bakildiginda 24. saatte sonuglar sirasiyla 41 pg/g ve 42 ng/g, 48. saatte
37.0 ng/g ve 54 pg/g olarak belirlendi (Sekil 4.24b) ve her iki hesaplamaya gore

likopen iiretimindeki sonuglar birbirleriyle uyumluydu.

a 015 mM IPTG

a a 0
l == (1mMIPTG
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0.00-

1004 0mMIPTG
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Likopen konsantrasyonu (ug/g FW)

Zaman (Saat)

Sekil 4.24: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin M9 minimal (sitrat) besiyerindeki
A474/0ODeoo degeri(a) ve yas hiicre agirligi dikkate alinarak hesaplanan likopen
konsantrasyonu (b).

4.1.8.6. M9 Kazein Minimal Besiyerinde Likopen Uretimi

P. putida EM42/pSEVA _LYC soyu M9 minimal besiyerine sitrat ve son
konsantrasyonu % 0.2 olacak sekilde kazein eklenerek 24 saat biiyiitiildi. 4. ve 24.

saatlerde ornek almarak hiicre yogunlugu ve likopen liretimi analiz edildi. Ayni
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zamanda 0.1 mM ve 0.5 mM IPTG konsantrasyonunun likopen tiretimi tizerine etkisi
incelendi.

Hiicre yogunlugunda 4. saatten 24. saate [IPTG nin biitiin konsantrasyonlarinda
diisiis gozlendi ve hiicre yogunluklar1 birbirine yakindz. 4. saatte 0 mM, 0.1 mM ve 0.5
mM IPTG konsantrasyonlarinda sirastyla 2.0, 2.3 ve 2.0; 24. saatte ise yine ayni sirada
1.90, 1.94 ve 1.91 olarak bulundu. As74/ODsoo sonuglarina bakildiginda 0 mM, 0.1 mM
ve 0.5 mM IPTG konsantrasyonlarindaki sonuglar sirastyla 4. saatte 0.01, 0.02 ve 0.03
iken 24. saatte 0.05, 0.06 ve 0.09 olarak bulundu (Sekil 4.25a). Yas hiicre agirligiyla
bulunan likopen konsantrasyonu degerlerinde sonuglar 4. saatte yine sirasiyla 2.5 pg/g,
13.0 pg/g ve 17.0 ng/g; 24. saatte ise 30 pg/g, 49 pg/g ve 64 ng/g olarak gozlendi
(Sekil 4.25b). Artan IPTG konsantrasyonlariyla beraber likopen iiretiminde de olumlu
bir artis tespit edildi.
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Sekil 4.25: P. putida EM42/pSEVA_LY C’nin M9 kazein minimal (sitrat)
besiyerindeki A474/ODgoo degeri(a) ve yas hiicre agirligi dikkate alinarak hesaplanan
likopen konsantrasyonu (b).
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4.1.8.7. M9 Kazein Minimal Besiyerinde (+Goodies) Likopen Uretimi

P. putida EM42/pSEVA_LYC soyu M9 kazein minimal besiyerine sitrat ve
goodies eklenerek 24 saat biiyiitiildii. 24. saatte 6rnek alinarak hiicre yogunlugu ve
likopen iiretimi analiz edildi. Ayni zamanda 0.1 mM ve 0.5 mM IPTG
konsantrasyonunun likopen iiretimine etkisi incelendi.

Hiicre yogunluklari 24. saatte IPTG’nin biitiin konsantrasyonlarinda birbirine
yakind1 ve yaklagik 2.0 olarak belirlendi. A474/ODgoo sonuglarinda 0 mM, 0.1 mM ve
0.5 mM IPTG konsantasyonlarinda sirasiyla 24. saatte 0.04, 0.06 ve 0.09 iken (Sekil
4.26a) likopen konsantrasyonu degerlerine bakildiginda sonuglar yine sirasiyla 24.0
ug/g, 84.0 ng/g ve 62.0 ng/g olarak gozlendi (Sekil 4.26b). As74/ODsoo Glglimlerinde
goriilen IPTG’nin olumlu etkisine yas agirlikla elde edilen likopen konsantrasyon

sonuglarinda rastlanmadi.
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Sekil 4.26: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin M9 kazein (+goodies) minimal (sitrat)
besiyerindeki A474/ODgoo degeri(a) ve yas hiicre agirligi dikkate alinarak hesaplanan
likopen konsantrasyonu (b).
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4.2. Fruktoz ve Glikoz Karbon Kaynaklarimn 2xYT
Besiyerinde pH Degisimine Etkisi

P. putida EM42 ve P. putida EM42/pSEVA_LYC soylar1 2xYT, 2xY T+glikoz
ve 2xYT+fruktoz besiyerlerinde 72 saat buyiitiildii. 12, 24, 48 ve 72. saatlerde pH
degisimine ve hiicre yogunluguna bakildi.

P. putida EM42 soyunda hiicre yogunlugu ii¢ besiyerinde de yaklasik ayniydi
ve 12, 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla 2.0, 4.0 ve 7.0 olarak tespit edildi (Sekil 4.27a).
Karbon kaynagi eklenmemis olan 2xYT ortamnda pH degeri, inkiibasyonun ilk
saatlerinde 7.57 iken 12, 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla 7.65, 7.94, 8.25 ve 8.45 olarak
gozlendi. Sonugta ortamin hafif bir sekilde baziklestigi belirlendi. 2xYT+glikoz ve
2xY T+fruktoz ortamlarinda ise pH degerinin baslangigta 7.57 iken 72 saat sonunda
yaklasik 7.3’e diistiigii gozlendi (Sekil 4.27b).
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Sekil 4.27: P. putida EM42’nin 2xYT, 6 g/L glikoz ve 6 g/L fruktoz karbon
kaynaklar1 igceren 2xYT besiyerlerindeki hiicre yogunlugu (a), pH degeri(b).

P. putida EM42/pSEVA_LYC soyunda da benzer sonuglar elde edildi. Hiicre
yogunlugu ii¢ besiyerinde de yaklasik ayn1 olmakla birlikte 12, 24, 48 ve 72. saatlerde
strastyla 2.0, 3.0 ve 5.5 olarak analiz eildi (Sekil 4.28a). Karbon kaynagi eklenmemis
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olan 2xYT ortamnda pH degeri, inkiibasyonun ilk saatlerinde 7.57 iken 12, 24, 48 ve
72. saatlerde sirastyla 7.66, 7.88, 8.19 ve 8.43 olarak gozlenerek gittikce baziklesti.
2xYT+glikoz ve 2xYT+fruktoz ortamlarinda ise pH degerinin baslangicta 7.57 iken
72 saat sonunda yaklasik pH degerinin 7.4’e diistiigii gozlendi (Sekil 4.28b).

- 2YT
—m— YT+ 6 glL glikoz
——  2xYT+ 6 gL fruktoz

Hiicre yogunlugu (ODgqp)

12 24 48 72
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- 2YT
8.5 ~#= 2xYT+ 6 g/L glikoz
= 2xYT+ 6 g/L fruktoz

8.0

pH degeri

Zaman (Saat)

Sekil 4.28: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin 2xYT, 6 g/L glikoz ve 6 g/L fruktoz
karbon kaynaklar1 iceren 2xYT besiyerlerindeki hiicre yogunlugu (a), pH degeri(b).

4.3. Likopen Konsantrasyonunun HPLC Analiziyle
Belirlenmesi

Mobil faz olarak metanol:tetrahidrofuran:dH.O su (66:30:4) karisiminin
(mobil faz 1) kullanildig1 metotta standart piki (Sekil 4.29) 21. dakikada geldi. Ancak
mobil faz igerigindeki fazla hacimdeki tetrahidrofuranin HPLC cihaz kolonuna

verebilecegi zarardan dolay1 baska metotlarin denenmesine karar verildi.
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Sekil 4.29: Mobil faz 1°de likopen standardinin 21. dakikada gelen piki.

Asetonitril:metanol:tetrahidrofuran (75:20:5) karisiminin  (mobil faz 2)
kullanildig1 metotta ise likopen standart piki (Sekil 4.30) 30. dakikada geldi. Yarim

saatlik analiz siiresini kisaltabilmek adma optimizasyona devam edildi.
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Sekil 4.30: Mobil faz 2’de likopen standardinin 30. dakikada gelen piki.

Asetonitril:tetrahidrofuran (90:10) karisimmin (mobil faz 3) kullanildig:
metotta pikin (Sekil 4.31) alikonma zamani ise 41. dakikada tespit edildi.
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Sekil 4.31: Mobil faz 3’de likopen standardinin 41. dakikada gelen piki.

Likopen standart pikinin (Sekil 4.32) en erken dakikada (18. dakika)
alikondugu ve analizlerin yapilmaya karar verildigi mobil faz 4

asetonitril:metanol:diklorometan (42:42:16) karisimi olarak belirlendi.
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Sekil 4.32: Mobil faz 4’de likopen standardinin 18. dakikada gelen piki.

4.3.1. Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisinin (Sekil 4.33) cizilmesi i¢in bes farkli konsantrasyonda
asetonitril:metanol:tetrahidrofuran karisimi1 iginde hazirlanan likopen standart
ornekleri belirtilen kosullarda HPLC cihazinda okutuldu. 17. dakikada gelen piklerin

konsantrasyonlari, yogunluk ve alan sonuglar1 birbirleriyle orantiliydi.

0 Calibration Curvs Visw
000,00

- 1561561

= 1762836
IR"2= 0.9990061
IR = 09995029

Mean RF : 1270556
IRF 5D : 7113552
IRF %RSD : 55.98773

Sekil 4.33: Likopen kalibrasyon egrisi.

HPLC’deki likopen fiiretimi analizlerinde P. putida EM42/pSEVA _LYC’nin
iirettigi likopenin pikinin goriintiisii ve konsantrasyon hesabi yaparken segilen pik

alanmi Sekil 4.34’te gosterildi.

"5 Chvamalogram View

mV(x100) Max Intenstty 81,430
1.25 Tme 19275 nten. oS

Sekil 4.34: P. putida EM42/pSEVA_LY C’nin iirettigi likopen pikinin HPLC
goruntust.
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4.3.2. Yardimalr Karbon Kaynag Olarak Fruktozun ve Glikozun
Hiicre Biiyiimesi ve Likopen Miktar1 Uzerine Etkisi

Spektrofotometre sonuglarmna gore belirlenen en iyi likopen biyosentezinin
gozlendigi 2xYT, 2xYT+fruktoz, 2xYT+glikoz ve LB+fruktoz besiyerlerindeki
likopen konsantrasyonunu daha hassas bir sekilde analiz edebilmek i¢in HPLC cihazi
kullanildi. 72. saatteki 6rneklerin HPLC sonuglarina gore (Tablo 4.1) en iyi likopen
tiretimi 6 g/L glikoz kullanilan 2xYT besiyerinde 114.9 +=26.4 mg/1 olarak tespit edildi.
Daha sonraki en iyi likopen biyosentezinin gozlendigi iki besiyeri ise sirastyla karbon
kaynagi ilavesiz 2xYT besi ortaminda 79.45 + 8.9 mg/l ve 10 g/L glikoz kullanilan
2xXYT besi ortaminda 80.55 + 28.6 mg/l olarak belirlendi. 2xYT+fruktoz ve
LB+fruktoz besiyerlerindeki likopen biyosentezi bu ii¢ besiyerine gore oldukca
diisiiktii.

Tablo 4.1°de goriilen bakteri kuru agirligi (g/L) ve kuru agirhiktan hesaplanan
likopen miktar1 (mg/g DCW) incelendiginde kuru agirlik azaldikga likopen miktarinda
artiy gozlendi. Kuru agirliktan hesaplanan likopen miktari ile uyumlu olarak kuru
agirhik distiikge HPLC analizi sonucu elde edilen likopen iiretiminde de (mg/L) artis
tespit edildi.

Tablo 4.1: P. putida EM42/pSEVA_LYC’nin farkli besiyerlerinde 72. saatteki kuru
agirhigl, kuru hiicre agirlig1 dikkate alinarak hesaplanan likopen miktar1 ve HPLC
analizi sonucu elde edilen likopen iiretimi.

Besiyeri ortami Kuru agirhik Likopen miktar1 (mg/g Likopen iiretimi
(/L) DCW) (mg/L)

2xYT 2.277+0.1 1.054 £ 0.0 79.45+89

2XYT+6g 1 2.020+0.2 1.317+0.2 114.9 £ 26.4

glikoz

2xYT+10gI? - - 80.55 +28.6

glikoz

2xYT+6gl* 2.464 +0.1 0.290 + 0.1 32.1+3.4

fruktoz

2xYT+10gI? - - 60.11 +29.2

fruktoz

LB+10gl* 2.851+0.0 0.658 + 0.0 54.86+0.2

fruktoz
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Sekil 4.35’te gosterilen 72. saat HPLC analizleri sonucuna gore en iyi iiretimin
gozlendigi 6 g/ glikoz eklenmis 2xYT  besiyerinde P. putida
EM42/pSEVA_LYC’nin hiicre yogunlugu 6.9 olarak goézlenirken karbon kaynagi
eklenmeyen ve 6 g/L fruktoz eklenen 2xYT ortamindaki hiicre yogunlugu ile ¢ok
yakind1. 10 g/L glikoz ve 10 g/L fruktoz eklenen 2xY T ortaminda ise 7.9 ve 7.5 olarak
tespit edilen hiicre yogunluklar1 biraz daha ytiksekti.
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Sekil 4.35: P. putida EM42/pSEVA_LY C’nin farkl besiyerlerinde 72. saatteki hiicre
yogunlugu ve HPLC analizi sonucu elde edilen likopen tiretimi.
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5. TARTISMA

Tez galismasi kapsaminda likopen biyosentezi igin tasarlanmis olan sentetik
likopen operonunu igeren P. putida EM42/pSEVA_LYC soyunun hiicre biiytimesi ve
likopen tiretim performansi farkli besiyerlerinde (LB, otoindiiksiyon, 2xYT vb.) test
edilmistir. Likopen tiretimi i¢in LB besiyeri kullanildiginda hem hiicre yogunlugunun
hem de likopen miktarinin ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir. LB besiyerinin ¢ok az
miktarda karbonhidrat, peptit ve serbest aminoasitler icerdigi bilinmektedir. Bu sonug
daha 6nce Zhang ve arkadaslar1 tarafindan E. coli’de likopen iiretimi igin bildirilen
verilere benzerlik gostermektedir. S6z konusu ¢alismada E. coli K-12 (pACLY Cipi)
soyunda LB besiyerine 6 g/L fruktoz eklendiginde maksimum likopen biyosentezine
(1.050 mg/L) ulasilmistir. Setoodeh ve arkadaslari ise ¢alismalarinda, P. putida
KT2440 bakterisinde LB besiyerine 20 g/L glikoz eklediklerinde ramnolipid
konsantrasyonunda artis gézlemlemislerdir [Setoodeh et al., 2013]. Bu nedenle tez
calismasinda oncelikle LB besiyerine glikoz, fruktoz, laktoz ve maltoz gibi ¢esitli
yardimci1 karbon kaynaklar1 eklenmis daha sonra ise farkli besiyerleri denenmistir. Bu
denemeler neticesinde bakterinin likopen biyosentezi analiz edildiginde en iyi likopen
iiretiminin goézlendigi glikoz ve fruktoz karbon kaynaklariyla desteklenen LB ve 2xYT
besiyerleri daha ileri yapilacak optimizasyon g¢alismalar1 igin en uygun besiyerleri
olarak secilmistir. 11k etapta spektrofotometrik analizler sonucu elde edilen verilere
bakildiginda en iyi likopen biyosentezi 2xYT ve 2xYT+glikoz (6 g/L) besiyerleri i¢in
bakteri kiiltiiriiniin 72. saatinde gozlenirken; HPLC analizi sonrasinda likopen
biyosentezi i¢in en uygun besiyeri 2xYT+glikoz (6 g/L) olarak tespit edilmistir. M9
minimal besi ortaminda yapilan optimizasyonlar sonucunda ise test edilen diger
besiyerlerine gorece daha diisiik miktarda likopen tiretimi gozlenmistir.

Tez calismasi kapsaminda likopen biyosentezi {lizerine etkisinin irdelenmesi
amaciyla besiyerlerine farkli konsantrasyonlarda IPTG ilave edilmis ancak IPTG’ nin
likopen iiretimi tizerinde belirgin bir katkis1 gozlenmemistir. Bu sonug, literatiirde elde
edilen bazi bulgularla uyumludur [Yoon et al., 2007], [Thakker et al., 2011]. P.
putida’da Piac tiirevi promotorlarin farkli etkinligi daha 6nce bildirilmistir. Lac
operonunu iceren sistemlerde kagak ekspresyon nedeniyle yeterince uyarimin elde
edilemedigi durumlarin varligi bilinmektedir [Cook et al., 2018]. IPTG’nin likopen

biyosentezi iizerine olumlu etkisinin gdzlenmemesinin nedenleri arasinda ihtiyag
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duyulmayan proteinlerin fazla miktarda iiretilmesinin neden oldugu metabolik yiik ile
IPTG ile indiiksiyonu takiben likopen sentezinden sorumlu genlerin asiri ifadesi
sonucunda hiicrelerdeki hayati 6neme sahip metabolik reaksiyonlar i¢in gerekli olan
FPP’nin yetersizligi de oOngoriilebilir. Ancak bu Ongoriilerin kesinlesmesi adina
yapilacak detayli ¢aligmalara gereksinim vardir.

Degerli bilesiklerin bakteriler kullanilarak {iretimi asamasinda farkli
besiyerilerinin test edilerek, optimizasyon ¢aligmalarmin yapilmasi olduk¢a 6nem
tasimaktadir [Mandenies and Brundin, 2008]. Setoodeh ve arkadaslarinin, P. putida
KT2440’ta ramnolipid {iretimi f{izerine yaptiklart caligmada (2013) besiyeri
optimizasyonu sonucunda peptonun (aminoasit kaynagi) ve maya Oziitliniin
ramnolipid tiretimi tizerine olumlu etkisi tespit edilmistir. Pepton, maya 0ziitii ve
gliseroliin bir arada bulunmasi ise ramnolipid eldesinde olumsuz bir etki yaratmistir
[Setoodeh et al., 2013]. LB besiyerinde bulunan bakterilerin biiyiimesinde aminoasit
kaynagr olarak gorev yapan tripton ve bakterilerin hiicre i¢indeki tuz
konsantrasyonunu dengede tutarak fazla suyun hiicre igine veya digina taginmasiyla
ozmozu gergeklestiren NaCl % 1 oraninda bulunurken, igerisinde bakteri bliylimesini
destekleyen bir¢ok vitamin, mineral ve aminoasit kaynagini ihtiva eden maya 6ziitii
ise % 0.5 oraninda bulunmaktadir. Bu bilesenlerin konsantrasyonlari 2xYT
besiyerinde tripton i¢in % 1.6, NaCl i¢in % 0.5 ve maya 0ziitii i¢in ise % 1 oranindadir.
Bu verilere gore tez ¢calismasida 2xYT besiyerinde LB besiyerine gorece daha fazla
miktarda bulunan tripton ve maya Oziitliniin iretilen likopen konsantrasyonunu
artirdig1 sdylenebilir.

Xu ve arkadaslar1 E. coli IM109 (pTrc99A-EBI) soyunda, 2xYT besiyerine
farkli karbon kaynaklar1 (glikoz, fruktoz ve gliserol) ekleyerek yaptiklar
optimizasyonlar sonucunda % 6 oraninda kullandiklar1 gliserol iceren 2xY T ortaminda
en iyi likopen biyosentez miktarin1 280 mg/L olarak bildirmistir. % 6 oraninda glikoz
bulunan 2xYT besiyerinde ise likopen biyosentezi yaklasik 180 mg/L (yaklasik
biyokiitle 6 g/ DCW) olarak analiz edilmistir [Xu et al., 2018]. Bu tez ¢alismasinda
ise maksimum likopen biyosentezi 6 g/L konsantrasyonda glikoz kullanilarak
hazirlanan 2xYT besiyerinde gozlenmistir. Kim ve arkadaglar1 tarafindan yapilan
baska bir ¢alismada ise E. coli SURE (pACM-EBI) soyunda yine en iyi likopen iiretimi
LB besiyerinde gliserol karbon kaynagi kullanilarak 280 pg/L (89 pg/g) tespit
edilirken, ayn1 ¢calismada glikoz, laktoz ve maltoz karbon kaynaklar1 kullanildiginda

sirasiyla 3.40, 9.30 ve 46.16 pg/g likopen elde edilmistir. LB besiyeri gliserol, glikoz,
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laktoz ve maltoz karbon kaynaklari ile desteklendiginde sirasiyla 23 pg/g, 133 pg/g,
2.5 ng/g ve 42 ng/g likopen konsantrasyonu analiz edilmistir [Kim et al., 2010]. Tez
caligmasinda glikoz karbon kaynagi ile elde edilen likopen miktar1 bu makaledeki
gliserol ve glikoz ile elde edilen likopen miktarindan daha fazladur.

Kang ve arkadaslar1 tarafindan 2020’de yapilan g¢alismada Deinococcus
radiodurans R1 soyunda crtLm genini kodlayan likopen siklaz, likopenin y-karotene
doniistimiinii 6nlemek i¢in silinip, CrtB geninin asir1 ekspresyonu saglandiginda 10 g/L
glikoz igeren yar1 tanimlanmis besi ortaminda 29.9 + 1.4 mg/L likopen {iretimi tespit
edilirken; tez calismasinda glikoz 10 g/L oraninda kullanilarak 80 mg/L; 6 g/L
oraninda kullanildiginda ise 114 mg/L likopen lretimi ile daha iyi bir sonug elde
edilmistir.  Hernandez-Arranz ve arkadaslarinin 2019’da yaptiklar1 ve literatiir
verilerine gore likopenin P. putida KT2440 bakterisinde iiretiminin denendigi tek
caligmada Pantoea ananatis’ten crtE, crtl ve crtB genleri almmarak P. putida KT2440’a
aktarilmustir. Ilgili soy LB besiyerinde 24 saat biiyiitiildiikten sonra yapilan HPLC
analizi sonucunda 1,223 ng/ml likopen biyosentezi tespit edilmistir. S6z konusu
likopen miktar1 bu tez ¢alismasindan elde edilen likopen iiretimine gorece oldukca
diistiktiir. Bu ¢alisma rekombinat P. putida EM42 soyunda likopen tiretiminin plazmit
iizerindeki sentetik bir operon kullanilarak gerceklestirildigi ve farkli besiyeri
optimizasyonlarmin yapildig1 ilk ¢alismadir. Elde edilen sonuglara gore glikozun
likopen iiretimini stimiile eden etkili bir karbon kaynagi olabilecegi diisiiniilmekte
olup; calismanm devaminda yapilacak detayli arastirmalara gereksinim vardir. Ayni
caligmada crtEIB operonu kendi promotoru ile P. putida KT2440’in kromozomuna
entegre edildiginde ise likopen tretimi 0,106 ng/ml olarak analiz edilmistir ve
sonrasinda yapilan optimizasyonlar sonucu yaban tipi bakteriye gérece 50 kat daha
fazla likopen biyosentezi bulunmustur [Hernandez et al., 2019]. S6z konusu ¢aligmada
sadece LB besiyeri denenmis ve oldukga diisiik miktarda likopen liretimi bulunmustur.
Dolayisiyla bu ¢alisma rekombinat P. putida EM42 kullanilarak likopen iiretiminin
plazmit {izerindeki sentetik bir operon tarafindan denendigi ve farkli besiyeri
optimizasyonlarinin yapildig1 ilk calismadir. Elde edilen sonuglara gore glikozun
likopen tiretimini stimiile eden etkili bir karbon kaynag1 olabilecegi diisiiniilmekte
olup; calismanin devaminda yapilacak detayli arastirmalara gereksinim vardir.

Metabolizmadaki pH dengesi kritiktir; ¢iinkii biyolojik molekiillerin islevi pH
degerine baghdir. Bakteriler farkli habitatlarda gelisir ve bulunduklar1 ¢evre onlarin

davraniglarmi etkiler. Hiicre i¢ci pH degerleri ndtre yakin olmakla birlikte hiicre dig1
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pH, ortamin baslangic pH degerinden, bakterinin biiyiime asamasindan,
fizyolojisinden vb. etkilenmektedir. Sanchez-Clemente ve arkadaslari yaptiklari
calismada P. putida KT2440 nétrofilik bakterisinin bakteriyel biiyiime sirasindaki pH
degisimini irdelerken, LB besi ortaminda glikoz yokken baslangic pH degerinin 7’ nin
tizerinde oldugunu ancak ortamm pH degerinin zamanla 8.5’a ulastigini1 belirtmistir
[Sanchez-Clemente et al., 2018]. Daha sonra ortama 4 g/L glikoz eklendiginde pH
degeri baslangic pH degerinin hafif altinda seyretmistir [Sanchez-Clemente et al.,
2018]. Tez calismasidan elde edilen sonuglarda da P. putida EM42/pSEVA_LYC ve
P. putida EM42 bakteri soylarinmn her ikisi i¢in karbon kaynagi icermeyen 2xYT ve
fruktoz ya da glikoz iceren 2xYT besiyerindeki baslangic pH degeri 7.5 iken karbon
kaynag1 icermeyen besiyerinde pH degeri yaklasik 8.5’a, karbon kaynagi kullanilan
besiyerinde ise pH degeri 7.5’un altina diismiistiir. Karbon kaynaklar1 tiikketildiginde
ortamdaki aminoasitlerin asimilasyonu sonucu amonyum konsantrasyonunun
artmasina bagli olarak besiyerindeki pH degerinin baziklesmesi beklenen bir sonugtur.

Karotenogenik Pantoea ananatis bakterisinde dogal karotenoid biyosentetik
yolagin endojenik olarak sentezlenmesi avantaj gibi goriinse de GRAS (Generally
Recognized as Safe) kategorisinde olmayan bu tire goére, Pantoea ananatis’ten
likopen senteziyle ilgili  genlerin  aktarildigi rekombinant P. putida
EM42/pSEVA _LYC soyu; basit biiyime ortami Ve toksisiteye karsi yiiksek
dayaniklilig1 gibi 6ne ¢ikan 6zellikleriyle likopen tiretimi i¢in uygun bir konakg¢1 olarak
On plana ¢ikmaktadir. Literatiirde P. putida bakterisinde likopen biyosentezine yonelik
az sayida calisma mevcut oldugundan; tez calismasi uygun kosullarin saglanmasi
durumunda P. putida bakterisinin likopenin fazla miktarda biyosentezi i¢in alternatif

iyi bir mikrobiyal tiretim platformu olabilecegine isaret etmektedir.

70



KAYNAKLAR

Adadi P., Nadezhda V. B., Elena F. K., (2018), “Selected methods of extracting
carotenoids, characterization and health concerns: A review”, Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 66(24), 5925-47.

Aguilar F., Autrup H., Barlow S., Castle L., Crebelli R., Dekant W., Engel K. H.,
Gontard N., Gott D., Grilli S., Giirtler R., Larsen J. C., Leclercq C., Leblanc J. C.,
Malcata F. X., Mennes W., Milana M. R., Pratt 1., Rietjens 1., Tobback P., Toldra F.,
(2008), “Use of lycopene as a food colour, scientific opinion of the panel on food
additives, flavourings, processing aids and materials in contact with food”, The EFSA
Journal, 674, 1-66.

Ajikumar P. K., Xiao W. H., Tyo K. E. J., Wang Y., Simeon F., Leonard E., Mucha
O, Phon T. H., Pfeifer B., Stephanopoulos G., (2010), “Isoprenoid pathway

optimization for taxol precursor overproduction in Escherichia coli”, Science,
330(6000), 70-74.

Akkaya O., Arslan E., (2019), “Biotransformation of 2,4-dinitrotoluene by the
beneficial association of engineered Pseudomonas putida with Arabidopsis Thaliana”,
Biotech, 9, 408.

Albermann C., (2010), “High versus low level expression of the lycopene biosynthesis
genes from Pantoea ananatis in Escherichia coli”, Biotechnology Letters, 33(2), 313-
319.

Alper H., Yong S. J., Moxley J. F., Stephanopoulos G., (2005), “Identifying gene

targets for the metabolic engineering of lycopene biosynthesis in Escherichia coli”,
Metabolic Engineering, 7(3), 155-64.

Ambrosio C. L. B., Campos F. A. C. E. S., De Faro Z. P., (2006), “Carotenoids as an
alternative against hypovitaminosis A”, Revista de Nutricao, 19(2), 233-43.

Anshumalee N., Shashikanth M. C., Shambulingappa P., Deepak U., (2007),
“Lycopenne: A promising antioxidant”, JAOMR, 19(04), 458-463.

Avalos J., Limon M. C., (2015), “Biological roles of fungal carotenoids”, Current
Genetics, 61(3), 309-24.

Bagdatlioglu N, Demirbuker B., (1999), “Gida islemede karotenoidlerde meydana
gelen gelismeler”, Gida, 9, 4851.

Beites T., Mendes M. V., (2015), “Chassis optimization as a cornerstone for the

application of synthetic biology based strategies in microbial secondary metabolism”,
Frontiers in Microbiology, 6.

71



Beuttler H., Hoffmann J., Jeske M., Hauer B., Schmid R. D., Altenbuchner J., Urlacher
V. B., (2011), “Biosynthesis of zeaxanthin in recombinant Pseudomonas putida”,
Applied Microbiology and Biotechnology, 89(4), 1137-47.

Bian G., Deng Z., Liu T., (2017), “Strategies for terpenoid overproduction and new
terpenoid discovery”, Curr Opin Biotechnol, 48, 234-41.

Boyer R. F., (2009), “Biochemistry laboratory: Modern theory and techniques”,
Prentice Hall.

Brenner D.J., Krieg N.R., Staley J.T., Garrity GM., (2005), “Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology”, Bergey’s Man. Syst. Bacteriol, 2, 1-399.

Britton G., (2008), “Carotenoids”, 4th Edition, Birkhduser Basel.

Calero P., Jensen S. I., Nielsen A. T., (2016), “Broad-host-range ProUSER vectors
enable fast characterization of inducible promoters and optimization of p-coumaric
acid production in Pseudomonas putida KT2440”, ACS Synth Biol, 5(7), 741-753.

Campbell J. K., Erdman J. W., (2005), “Tomato, Lycopene, and Prostate Cancer”,
Preventive Nutrition, 157-170.

Carvalho P. G. B., Machado C. M. M., Moretti C. L., Fonseca M. E. N., (2006),
“Hortali¢as como alimentos funcionais”, Horticultura Brasileira, 24(4), 397-404.

Chatzivasileiou A. O., Valerie W., Steven M. E. B., Gregory S., (2019), “Two-step
pathway for isoprenoid synthesis”, Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, 116(2), 506-11.

Chen Y. Y., Galloway K. E., Smolke C. D., (2012), “Synthetic biology: Advancing
biological frontiers by building synthetic systems”, Genome Biology, 13(2), 240.

Chiang S. J., (2004), “Strain improvement for fermentation and biocatalysis processes
by genetic engineering technology”, Journal of Industrial Microbiology and
Biotechnology, 31, 99-108.

Clifton P. M., Noakes M., Ross D., Fassoulakis A., Cehun M., Nestel P., (2004), “High
dietary intake of phytosterol esters decreases carotenoids and increases plasma plant
sterol levels with no additional cholesterol lowering”, Journal of Lipid Research,
45(8), 1493-99.

Cook T. B., Rand J. M., Nurani W., Courtney D. K., Liu S. A., Pfleger B. F., (2018),

“Genetic tools for reliable gene expression and recombineering in Pseudomonas
putida”, Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 45(7), 517-527.

Costa-Rodrigues J., Pinho O., Monteiro P. R. R., (2018), “Can lycopene be considered
an effective protection against cardiovascular disease?”, 245, 1148-1153.
Crowe-White K. M., Phillips T. A., Ellis A. C., (2019), “Lycopene and cognitive
function”, Journal of Nutritional Science, 8(20), 1-8.

72



Cunningham F. X., (1994), “Molecular Structure and Enzymatic Function of
Lycopene Cyclase from the Cyanobacterium Synechococcus sp Strain PCC7942”, The
Plant Cell Online, 6(8), 1107-1121.

Dammeyer T., Steinwand M., Kruger S. C., Diibel S., Hust M., Timmis K. N., (2011),
“Efficient production of soluble recombinant single chain Fv fragments by a
Pseudomonas putida strain KT2440 cell factory”, Microb Cell Fact, 10, 11.

Darvin M. E., Wolfram S., Juergen L., Theognosia V., (2011), “The role of carotenoids
in human skin”, Molecules, 16(12), 10491-506.

Delfan A. S., Zahra E., Majid B., Giti E., (2012), “Screening of novel bacteriophage
infection in Pseudomonas putida isolated from potato disease”, Jundishapur Journal of
Microbiology, 5(4), 550-54.

Du W., Song Y., Liu M., Yang H., Zhang Y., Fan Y., Zhang T., (2016), “Gene
expression pattern analysis of a recombinant Escherichia coli strain possessing high
growth and lycopene production capability when using fructose as carbon source”
Biotechnology Letters, 38(9), 1571-1577.

Ebert B. E., Kurth, F., Grund M., Blank L. M., Schmid A., (2011), “Response of
Pseudomonas putida KT2440 to increased NADH and ATP demand”, Applied and
Environmental Microbiology, 77(18), 6597-6605.

Erdman J. W., Nikki A. F., Brian L. L., (2009), “Are the health attributes of lycopene
related to its antioxidant function?”, Archives of Biochemistry and Biophysics, 483(2),
229-35.

Eser B., Sepici Dingel A., (2018), “Kromatografiye giris, Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografi kullaniminda basit ipuglar1”, Journal of Health Services and Education,
2(2), 51-57

Fernandez M., Duque E., Pizarro-Tobias P., Van Dillewijn P., Wittich R. M., Ramos
J. L., (2009), “Microbial responses to xenobiotic compounds. Identification of genes
that allow Pseudomonas putida KT2440 to cope with 2,4,6-trinitrotoluene”, Microbial
Biotechnology, 2(2), 287-94.

Field B., Osbourn A., (2012), “Order in the playground: Formation of plant gene
clusters in dynamic chromosomal regions”, Mobile Genetic Elements, 2(1), 46-50.

Franden M. A., Jayakody L. N., Li W. J., Wagner N. J., Cleveland N. S., Michener W.
E., Hauer B., Blank L. M., Wierckx N., Klebensberger J., Beckham G. T., (2018),
“Engineering Pseudomonas putida KT2440 for efficient ethylene glycol utilization”,
Metabolic Engineering, 48, 197-207.

Gault V. A., Mc Clenaghan N. H., (2009), “Understanding bioanalytical chemistry.
Principles and applications”, Wiley-Blacwell.

73



Giovannucci, E., (1999), “Tomatoes, tomato-based products, lycopene, and cancer:
review of the epidemiologic literature”, Journal of the National Cancer Institute, 91(4),
317-331.

Gruszecki W. 1., Strzatka K., (2005), “Carotenoids as modulators of lipid membrane
physical properties”, In Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Basis of Disease,
108-15.

Hernandez-Arranz S., Jordi P. G., Dominic M. S., Manuel R. C., (2019), “Engineering
Pseudomonas putida for isoprenoid production by manipulating endogenous and shunt
pathways supplying precursors”, Microbial Cell Factories, 18(1), 152.

Hwang E.S., Bowen P. E., (2004), “Cell cycle arrest and induction of apoptosis by
lycopene in LNCaP human prostate cancer cells”, Journal of medicinal food, 7(3), 284-
289.

Inada T., Kimata, K., Aiba, H., (1996), “Mechanism responsible for glucose—lactose
diauxie in Escherichia coli: challenge to the cAMP model”, Genes to Cells, 1, 293-
301.

Jia H., Schwille P., (M), “Bottom-up synthetic biology: Reconstitution in space and
time”, Current Opinion in Biotechnology, 60, 179-87.

Jin W., Xu X,, Jiang L., Zhang Z., Li S., Huang H., (2015), “Putative carotenoid genes
expressed under the regulation of Shine—Dalgarno regions in Escherichia coli for
efficient lycopene production”, Biotechnology Letters, 37(11), 2303-2310.

Kale A., (2015), “Gentamisin Ototoksisitesinde Likopenin Koruyucu Rolii ”, Yiiksek
Lisans Tezi, Turgut Ozal Universitesi.

Kang C. K., Jeong S. W., Yang J. E., Choi Y. J., (2020), “High-yield production of
lycopene from corn steep liquor and glycerol using metabolically engineered
Deinococcus radiodurans R1 strain”, Journal of Agricultural and Food Chemistry,
68(18).

Kayaalp O., (2002), “Antiepileptik ilaglar”’, Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi
Farmakoloji.

Khachik F., Spangler C. J., Smith J. C., Canfield L. M., Steck A., Pfander H., (1997),
“Identification, quantification and relative concentrations of carotenoids and their
metabolites in human milk and serum”, Analytical Chemistry, 69(10), 1873-1881.

Kim J., Kong M. K., Lee S. Y., Lee P. C., (2010), “Carbon sources-dependent
carotenoid production in metabolically engineered Escherichia coli”, World Journal of

Microbiology and Biotechnology, 26(12), 2231-2239.

Kim J., Park W., (2014), “Oxidative stress response in Pseudomonas putida”, Appl
Microbiol Biotechnol, 98, 6933-6946.

74



Kohlstedt M., Starck S., Barton N., Stolzenberger J., Selzer M., Mehlmann K.,
Schneider R., Pleissner D., Rinkel J., Dickschat J. S., Venus J., van Duuren J. B. J. H.,
Wittmann C., (2018), “From lignin to nylon: Cascaded chemical and biochemical
conversion using metabolically engineered Pseudomonas putida”, Metabolic
Engineering, 47, 279-293.

Kumaran A. P., Lim C. G., Ghosh S., Pirie C., Donald J., Love A., Nan H., Tseng H.
C., Santos N. C. S., Philippe R., (2018), “Methods for production of oxygenated
terpenes”, Patent Application Puplication, 20180135081A1.

Leavell M. D., McPhee D. J.,, Paddon C. J., (2016), “Developing fermentative
terpenoid production for commercial usage”, Curr Opin Biotechnol, 37, 114-9.

Li M., Hou F., Wu T., Jiang X., Li F., Liu H., Xian M., Zhang H., (2020), “Recent
advances of metabolic engineering strategies in natural isoprenoid production using
cell factories”, Natural Product Reports, 37(1), 80-99.

Lindqvist A., Andersson S., (2002), “Biochemical properties of purified recombinant
human B-carotene 15,15-monooxygenase”, Journal of Biological Chemistry, 277(26),
23942-23948.

Liu N., Liu B. Wang G., Soong Y. V., Tao Y., Liu W., Xie D., (2020), “Lycopene
production from glucose, fatty acid and waste cooking oil by metabolically engineered
Escherichia coli”, Biochemical Engineering Journal, 155, 107488.

Lu S., Li L., (2008), “Carotenoid metabolism: Biosynthesis, regulation and beyond”,
Journal of Integrative Plant Biology, 50(7), 778-85.

Marbach A., Bettenbrock K., (2012), “Lac operon induction in Escherichia coli:
systematic comparison of IPTG and TMG induction and influence of the
transacetylase LacA”, Journal Biotechnol, 157(1), 82-88.

Marchena A.M., Franco L., Romero A.M., Barriga C., Rodriguez A.B., (2020),
Lycopene and Melatonin: Antioxidant Compounds in Cosmetic Formulations”, Skin
Pharmacol Physiol, 33, 237-243.

Martinez-Garcia E., Nikel P. 1., Aparicio T., de Lorenzo V., (2014), “Pseudomonas
2.0: Genetic upgrading of P. Putida KT2440 as an enhanced host for heterologous gene
expression”, Microbial Cell Factories, 13(1), 159.

Meadow N. D., Fox D. K., Roseman S., (1990), “The bacterial phosphoenol-pyruvate:
glycose phosphotransferase system, Annual review of biochemistry, 59, 497-542.

Meyer H. P., Turner N. J., (2009), “Biotechnological manufacturing options for
organic chemistry”, Bentham Science, 6(4), 300-306(7).

Mezzomo N., Ferreira S. R., (2016), “Carotenoids functionality, sources, and
processing by supercritical technology: A review”, Journal of Chemistry, 2016.

75



Mi J., Becher D., Lubuta P., Dany S., Tusch K., Schewe H., Buchhaupt M., Schrader
J., (2014), “De novo production of the monoterpenoid geranic acid by metabolically
engineered Pseudomonas putida”, Microbial Cell Factories, 13(1), 170.

Miller N. J., Sampson J., Candeias L. P., Bramley P. M., Rice-Evans C. A., (1996),
“Antioxidant activities of carotenes and xanthophylls”, FEBS Letters, 384(3), 240-42.

Minchin S. D., Busby S. J. W., (2009), “Analysis of mechanisms of activation and
repression at bacterial promoters”, Methods, 47(1), 6-12.

Moise A. R., Salim A. B., Eleanore T. W., (2014), “Mechanistic aspects of carotenoid
biosynthesis”, Chemical Reviews, 114(1), 164-93.

Moran N. A., Jarvik T., (2010), “Lateral transfer of genes from fungi underlies
carotenoid production in aphids”, Science, 328(5978), 624-27.

Mostafa B. E., Tawfik S., Hefnawi N. G. E., Hassan M. A., Ismail F. A., (2007), “The
role of deferoxamine in the prevention of gentamicin ototoxicity: A histological and
audiological study in guinea pigs”, Acta Oto-Laryngologica, 127(3), 234-309.

Nelson K. E., Weinel C., Paulsen I. T., Dodson R. J., Hilbert H., Martins dos Santos
V. AP, Fouts D. E., Gill S. R., Pop M., Holmes M., Brinkac L., Beanan M., De Boy
R. T., Daugherty S., Kolonay J., Madupu R., Nelson W., White O., Peterson J., Khouri
H., Hance 1., Chris Lee P., Holtzapple E., Scanlan D., Tran K., Moazzez A., Utterback
T., Rizzo M., Lee K., Kosack D., Moestl D., Wedler H., Lauber J., Stjepandic D.,
Hoheisel J., Straetz M., Heim S., Kiewitz C., Eisen J., Timmis K. N., Dusterhoft A.,
Timmler B., Fraser C. M., (2002), “Complete genome sequence and comparative
analysis of the metabolically versatile Pseudomonas putida KT2440”, Environmental
Microbiology, 4(12), 799-808.

Nielsen J., (2001), “Metabolic engineering”, Applied Microbiology and
Biotechnology, 55, 263-283.

Nielsen J., Keasling J. D., (2016), “Engineering cellular metabolism”, Cell, 164(6),
1185-97.

Niizu P. Y., (2003), “Fontes de carotenoides importantes para a sa " ude *~ humana”,
Yiiksek Lisans Tezi, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Nikel P. 1., de Lorenzo V., (2014), “Robustness of Pseudomonas putida KT2440 as a
host for ethanol biosynthesis”, New Biotechnol, 31, 562-571.

Nisar N., Li L., Lu S., Khin N. C., Pogson, B. J., (2015), “Carotenoid Metabolism in
Plants”, Molecular Plant, 8(1), 68-82.

Oberhardt M. A., Bernhard P., Jason A. P., (2009), “Applications of genome-scale
metabolic reconstructions”, Molecular Systems Biology, 5(1), 320.

Oliver J., Palou A., (2000) “Chromatographic determination of carotenoids in foods”,
Journal of Chromatography A, 881(1-2), 543-55.

76



Olson J. A., (1999), “Carotenoids and human health”, Archivos Latinoamericanos De
Nutricion 49(3), 7-11.

Otles S., Athi Y., (1997), “Karotenoidlerin Insan Saglig1 Agisindan Onemi”, Journal of
Engineering Sciences, 3(1), 249-254.

Palozza P., Parrone N., Simone R., Catalano A., (2011), “Role of lycopene in the
control of ROS-mediated cell growth: Implications in cancer prevention”, Current
Medicinal Chemistry, 18(12), 1846-1860.

Park S. Y., Binkley R. M., Kim W. J., Lee M. H., Lee S. Y., (2018), “Metabolic
engineering of Escherichia coli for high-level astaxanthin production with high
productivity”, Metabolic Engineering, 49, 105-15.

Poblete-Castro 1., Becker J., Dohnt K., Santos V. M. D., Wittmann C., (2012),
“Industrial biotechnology of Pseudomonas putida and related species”, Applied
Microbiology and biotechnology, 93(6), 2279-90.

Priyadarsani S., (2015), “Extraction and Characterization of Lycopene From Papaya
and Grapefruit Using Supercritical Carbon Dioxide”, Yiiksek Lisans Tezi, Indian
Agricultural Research Institute.

Ram S., Mitra M., Shah F., Tirkey S. R., Mishra S., (2020) , “Bacteria as an alternate
biofactory for carotenoid production: A review of its applications, opportunities and
challenges”, Journal of Functional Foods, 67.

Ramos K. R. M., Valdehuesa K. N. G., Liu H., Nisola G. M., Lee W. K., Chung W. J.,
(2014), “Combining de ley—doudoroff and methylerythritol phosphate pathways for
enhanced isoprene biosynthesis from d-galactose”, Bioprocess Biosyst Eng, 37, 2505-
2513.

Rao A., Venket N. F., Sanjiv A., (1999), “Serum and tissue lycopene and biomarkers
of oxidation in prostate cancer patients: A case-control study”, Nutrition and Cancer
33(2), 159-64.

Rao A.V., Rao L.G., (2007), “Carotenoids and human health”, Pharmacological
Research, 55(3), 207-216.

Rojas-Garbanzo C., Gleichenhagen M., Heller A., Esquivel P., Schulze-Kaysers N.,
Schieber A., (2017), “Carotenoid profile, antioxidant capacity, and chromoplasts of
Pink Guava during fruit ripening”, Journal of Agricultural and Food Chemistry,
65(18), 3737-47.

Saini R. K., Shivraj H. N., Se W. P., (2015), “Carotenoids from fruits and vegetables:
Chemistry, analysis, occurrence, bioavailability and biological activities”, Food
Research International, 76, 735-50.

Sathish T., Udayakiran D., Himabindu K., Lakshmi P., Sridevi D., Kezia D., and
Bhojaraju B., (2009), “HPLC Method for the Determination of Lycopene in Crude
Oleoresin Extracts”, Asian Journal of Chemistry, 21(1), 139-148.

77



Schieber A., Carle R., (2005), “Occurrence of carotenoid cis-isomers in food:
technological, analytical, and nutritional implications”, Trends in Food Science &
Technology, 16(9), 416-422.

Seifi M., Seifi P., Hadizadeh F., Mohajeri S. A., (2013), “Extraction of Lycopene from
Tomato Paste by Ursodeoxycholic Acid Using the Selective Inclusion Complex
Method”, Journal of Food Science, 78(11), 1680-1685.

Sezonov G., Joseleau-Petit D., D’Ari R., (2007), “Escherichia coli physiology in
Luria-Bertani broth”, Journal of Bacteriology, 189(23), 8746-8749.

Shao A., Hathcock J. N., (2006), “Risk assessment for the carotenoids lutein and
lycopene”, Regulatory Toxicology and Pharmacology, 45(3), 289-98.

Sheppard D., Lampiris H. W., (1994), “Antifungal agents katzung bg(eds). Lange
Basic & Clinica Pharmacology”, J Ethnopharmacol, 41(1-2), 9-13.

Siegl T., Tokovenko B., Myronovskyi M., Luzhetskyy A., (2013), “Design,
construction and characterisation of a synthetic promoter library for fine-tuned gene
expression in actinomycetes”, Metabolic Engineering, 19, 98-106.

Singh P., Goyal G. K., (2008), “Dietary lycopene: Its properties and anticarcinogenic
effects”, Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, 7(3), 255-270.

Song P., Li D., Wang X., Zhong X., (2019), “Lycopene protects from
perfluorooctanoic acid induced liver damage and uterine apoptosis in pregnant mice”,
Int J Clin Exp Med, 12(1), 212-2109.

Sonoki T., Takahashi K., Sugita H., Hatamura M., Azuma Y., Sato T., Suzuki S.,
Kamimura N., Masai E., (2018), “Glucose-free cis,cis-muconic acid production via
new metabolic designs corresponding to the heterogeneity of lignin”, ACS Sustain
Chem Eng, 6(1), 1256-1264.

Studier F. W., (2005), “Protein production by auto-induction in high-density shaking
cultures,” Protein expression and purification, 41, 207-234.

Thakker C., Zhu J., San K. Y., Bennett G., (2011), “Heterologous pyc gene expression
under various natural and engineered promoters in Escherichia coli for improved
succinate production”, Journal Biotechnol, 155, 236-243.

Vilchez C., Forjan E., Cuaresma M., Bédmar F., Garbayo 1., Vega J. M., (2011),
“Marine carotenoids: Biological functions and commercial Aapplications”, Marine
Drugs, 9(3), 319-33.

Wang J., Niyompanich S., Tai Y. S., Wang J., Bai W., Mahida P., Gao T., Zhang K.,

(2016), “Engineering of a highly efficient Escherichia coli strain for mevalonate
fermentation through chromosomal integration”, Applied and Environmental
Microbiology, 82(24), 7176-84.

78



Wang Y., Wang H., Liu L., Wang X., (2019), “Synthetic Promoter Design in
Escherichia coli based on Generative Adversarial Network”, Nucleic Acids Research,
48(12), 6403-6412.

Woolston B. M., Steven E., Gregory S., (2013), “Metabolic engineering: Past and
future”, Annual Review of Chemical and Biomolecular Engineering, 4, 259-88.

Xu X., Tian L., Xu J., Xie C., Jiang L., Huang H., (2018), “Analysis and expression
of the carotenoid biosynthesis genes from Deinococcus wulumugiensis R12 in
engineered Escherichia coli”, AMB Express, 8(1), 94.

Yabuzaki J., (2017), “Carotenoids database: Structures, chemical fingerprints and
distribution among organisms”, Database, 2017(1).

Yildiz A., Geng O., Bektas S., (1997), “Enstriimental Analiz Y®dntemleri”, Hacettepe
Universitesi Yayinlari.

Yildiz S., (2019), “Metabolik miihendisligi yaklasimiyla likopenin mikrobiyal
biyosentezi”, Yiiksek Lisans Tezi, Firat Universitesi.

Yoon S. H., Kim J. E., Lee S. H., Park H. M., Choi M. S., Kim J. Y., KimS. W.,
(2006), “Engineering the lycopene synthetic pathway in E. coli by comparison of the
carotenoid genes of Pantoea agglomerans and Pantoea ananatis”, Applied
Microbiology and Biotechnology, 74(1), 131-139.

Yu S., Plan M. R., Winter G., Kromer J. O., (2016), “Metabolic Engineering
of Pseudomonas putida KT2440 for the production of para-hydroxy benzoic acid”,
Front Bioeng Biotechnol, 4(90).

Zhang H., Yong W., Blaine A. P., (2008), “Bacterial hosts for natural product
production”, Molecular Pharmaceutics, 5(2), 212-25.

Zhang L., Zhang H., Ndeurumi K. H., Parkin K. L., Venuste M., (2012), “Thermally-
induced geometrical isomerisation of lycopene and its potential influence on
functional activity”, Food Chemistry, (132)4, 2112-2117.

Zhang T., Li W., Luo X., Feng C., Zhang M., Du W., Ma D., (2015), “Increase of the
Lycopene Production in the Recombinant Strains of Escherichia coli by
Supplementing with Fructose”, Advances in Applied Biotechnology, 332, 29-35.

Zhao J., LiQ., SunT., Zhu X., Xu H., Tang J., Zhang X., Ma Y., (2013), “Engineering

central metabolic modules of Escherichia coli for improving B-carotene production”,
Metabolic Engineering, 17(1), 42-50.

79



