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OZET

Antosiyaninlerin eldesi, giiniimiizde hala biiyiik 6l¢iide bitkilerden ekstraksiyona
dayanmaktadir. Ancak bitkilerin goérece yavas biiyiimesi, tarim arazisine bagimlilik ve
zahmetli, tahrip edici ekstraksiyon yontemleri bu bilesiklerin yiiksek maliyetle
iiretilmeleri ile sonu¢lanmaktadir. Ote yandan mikrobiyal temelli iiretim, antosiyanin
biyosentezinde daha siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu bir alternatif sunmaktadir.
Glinimiize kadar heterolog antosiyanin  biyosentezi  Escherichia  coli,
Corynebacterium glutamicum, Lactococcus lactis ve Saccharomyces cerevisiae’de
rapor edilmistir. Yapilan tim c¢alismalara ragmen antosiyanin iiretimi istenilen
seviyeye ulasamamistir. Bu nedenle, heterolog antosiyanin iiretiminde farkli
stratejilerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Literatiirde, 2023 yilinda mayada yapilan bir ¢alismada, glutatyon S-transferaz (GST)
enzimlerinin antosiyaninlerin taginmasi islevine ek olarak, biyosentez basamaginda
l6koantosiyanidinlerin son derece kararsiz yapidaki antosiyanidine doniigmesinde
merkezi bir rol oynadig1 ve antosiyanin iiretim verimini yapilan denemelerde 36,5 kata
kadar arttirdig1 kanitlanmistir.

Bu tez ¢aligmasinda GST’lerin bu etkisinin bakteriyel kaynaklardaki etkisinin
belirlenebilmesi i¢in mikrobiyal konake1 olarak E. coli se¢ilmis ve PNAN9 (Petunia
hybrida AN9) glutatyon S-transferaz gen (GST) ekspresyonunun antosiyanin
tiretimine olan etkisi incelenmistir. Bu amagla, antosiyanin taginmasi ve birikmesinde
onemli isleve sahip PhAN9 glutatyon transferaz geni alinip E. coli’de daha 6nce
tasarlanmis olan antosiyanin iiretici hiicrelere klonlanmistir.

Bu rekombinant hiicreler, siyanidin 3-O-glukozit (C3G) ad1 verilen kirmiz1 renkli bir
pigment iiretmektedir. Antosiyanin iiretiminin optimizasyonu i¢in farkli karbon ve
nitrojen kaynaklari, IPTG konsantrasyonu ve uyarim zamanlari, havalandirma orant,
inokulum orani ve kiiltiir toplama zamanlari denenmistir. Yapilan optimizasyonlar
sonrasinda, en yiiksek antosiyanin orani E. coli’de PhAN9 genini tagiyan GST
rekombinanti hiicrelerde (72 mg/L), C3G rekombinanti hiicrelere (13.7 mg/L) gorece
yaklasik 5 kat artis olarak gozlemlenmistir. Yapilan optimizasyon ¢aligmalarinda,
gorece diistik glikoz varliginda ve diisiik IPTG konsantrasyonunda daha yiiksek C3G
verimi elde edilmesi, ticari 6lgekte 6onemli bir avantaj saglayacaktir.

E. coli’de heterolog antosiyanin iiretimine GST genlerinin klonlanmasi ile ilgili bu
stratejinin daha Once uygulanmamis olmasi bu ¢alismanin 06zgilinliik degerini
arttirmaktadir. Elde edilen sonuglar, endiistriyel anlamda antosiyanin liretici soylarin
gelistirilmesi ve bu pigmentlerin gida ve nutrasotik sektorlerde siirdiiriilebilir iiretimi
icin biyosentetik anlamda 6nemli bilgiler sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: E. coli, Heterolog Antesiyanin Uretimi, Siyanidin 3-O-
Glukozit
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ABSTRACT

Currently, the production of anthocyanins still relies largely on extraction from plants.
However, the relatively slow growth of plants, dependence on agricultural land, and
labor-intensive, destructive extraction methods result in high production costs for these
compounds. On the other hand, microbially based production offers a more sustainable
and environmentally friendly alternative for anthocyanin biosynthesis. To date,
heterologous anthocyanin biosynthesis has been reported in Escherichia coli,
Corynebacterium glutamicum, Lactococcus lactis, and Saccharomyces cerevisiae.
Despite all efforts, anthocyanin production has not yet reached the desired levels.
Therefore, alternative strategies need to be developed for efficient heterologous
anthocyanin production.

According to a study conducted in yeast in 2023, glutathione S-transferase (GST)
enzymes were shown to play a central role not only in the transport of anthocyanins
but also in the biosynthetic conversion of highly unstable leucoanthocyanidins into
anthocyanidins. In the experiments, this modification led to an increase in anthocyanin
production yield by up to 36.5-fold.

In this thesis study, E. coli was selected as the microbial host to determine the
contribution of GSTs in bacterial systems and effects of PhAN9 (Petunia hybrida
AN9) glutathione S-transferase gene expression was investigated on anthocyanin
production. For this purpose, the PhAN9 gene, which plays a significant role in
anthocyanin transport and accumulation, was cloned into previously engineered
anthocyanin-producing E. coli strains.

These recombinant cells produce a red-colored pigment known as cyanidin 3-O-
glucoside (C3G). To optimize anthocyanin production, various parameters were
tested, including different carbon and nitrogen sources, IPTG concentrations and
induction times, aeration rates, inoculation ratios, and culture harvesting times.
Following these optimization experiments, the highest anthocyanin concentration was
obtained in the PhAN9-expressing GST recombinant strain (72 mg/L), representing
approximately a 5-fold increase compared to the C3G-producing control strain (13.7
mg/L). Furthermore, it was observed that under relatively low glucose concentrations
and low IPTG levels, higher C3G yields could be achieved, which may offer a
significant advantage for commercial-scale applications.

The implementation of GST gene expression as a strategy for heterologous
anthocyanin production in E. coli has not been previously reported, which adds to the
originality of this study. The findings provide valuable biosynthetic insights for the
development of industrially viable anthocyanin-producing strains and support the
sustainable production of these pigments for use in the food and nutraceutical
industries.

Keywords: E. coli, Cyanidine 3-O-Glucoside, Heterolog Anthocyanin
Biosynthesis
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1.GIRIS

Bu tez calismasinda, PhAN9 (Petunia hybrida AN9) glutatyon S-transferazinin (GST)
antosiyanin biyosentezini arttirmasindaki etkisi incelenmistir. Bu amagla, E. coli’'de
antosiyanin liretiminin arttirilmasi i¢in; antosiyanin taginmasi ve birikmesinde 6nemli
islevleri oldugu bilinen glutatyon transferaz geni PhAN9, E. coli’de daha 6nce
tasarlanmis olan antosiyanin iiretici hiicrelere klonlanarak, antosiyanin tiretimindeki
etkisi irdelenmistir. 2023 yilinda mayada yapilan g¢alismada [1], antosiyanin
biyosentez yolagina eklenen GST geninin katalitik aktiviteyi arttirarak, heterolog
antosiyanin tiretimini 36,5 kat arttirdig1 kanitlanmistir. Benzer sekilde, tez ¢aligsmasi
kapsaminda E. coli’de PhAN9 GST geninin de antosiyanin iretimini C3G
rekombinanti hiicrelere gorece 5 kat arttirdigi gézlemlenmistir. E. coli’de yapilan bu
calismanin daha once uygulanmamis olmasi bu calismanin 6zgiinlik degerini

arttirmaktadir.

1.1. Antosiyanin Nedir?

Antosiyanin adi, Yunanca kokenli iki kelimenin (“Anthos” Cigek, "Kyaneos" Koyu
Mavi) birlesiminden gelir [2]. Antosiyanin terimi ilk kez 1835 yilinda Ludwig Clamor
Marquart tarafindan bitkilerde renklenme iizerine yaptig1 ¢alismada ortaya atilmus,
yapist ise ilk kez 1913 yilinda Richard Willstétter tarafindan Centaurea cyanus
ciceginden izole edilen siyanidin 3,5-diglukozit ile rapor edilmistir [2,3].
Antosiyaninler genellikle ¢igeklerde ve birgok bitkinin meyvelerinde bulunur.
Antosiyanin iceren ¢igekler ilag, renklendirici veya dogrudan gida olarak
kullamlmistir. Ote yandan, antosiyanin iceren kirmizi, mor ve mavi renkli meyveler
faydali etkileri nedeniyle yaygin olarak tiiketilmektedir. Bogiirtlen, siyah frenk tizimi
ve diger kirmizidan maviye kadar olan meyvelerin antosiyanin pigmentleri giiclii
antioksidanlardir [4]. Ayrica antosiyanin agisindan zengin siyah havug, kirmizi lahana
ve mor patates, hastaliklarin onlenmesi amaciyla tiiketilen potansiyel fonksiyonel

besinlerdir [4].

Antosiyaninler bir¢ok ¢icegin yapragin, sebzenin ve meyvenin mavi, mor, kirmizi ve

bu renkler arasindaki tonlarindan sorumlu olan, bitkilerde asidik kosullarda kirmizi



pigment, bazik kosullarda ise mavi pigment olarak bulunan, suda ¢o6ziinebilen
polifenollerdir. Polifenoller grubunda yer alan antosiyaninler temel flavonoid
yapisinin C halkasindaki oksijen atomunda pozitif yiike sahip olmasina ragmen
flavonoidler grubunda yer alir [4] Antosiyanin glikozit formunda bulunurken,
antosiyanidin aglikon (seker grubu icermeyen) olarak bilinir. Antosiyanidinler; 3-
hidroksiantosiyanidinler, 3-deoksiantosiyanidinler ve O-metillenmis antosiyanidinler
olarak gruplandirilirken, antosiyaninler antosiyanidin glikozitleri ve agilasyonlu
antosiyaninler olarak bulunur. En yaygin antosiyanidin tiirleri siyanidin, delfinidin,
pelargonidin, peonidin, petunidin ve malvidindir (Sekil 1.1) [5]. Antosiyanidinlerin B
halkasindaki hidroksilasyon ve metillenme derecesi ile seker ve asit baglanma durumu
pigmentin rengini ve kararliligini belirler [5]. Hidroksil gruplarinin artmasi mavi renk
olusumuna sebep olurken, metillenme pigmentin kararliligini arttirir. Ayni1 zamanda
seker ve antosiyanidinlerin agilasyonu, dalga boyunu ve emilimi arttirarak bilesigin

spektrumunu degistirebilir [5].
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©) @ Cyanidin OH H 504 nm
R

HO O\ Delphinidin OH OH 508 nm
B Peonidin OCHs H 506 nm
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pH 3-5: yellowish—pink
pH 5-8: reddish purple

pH > 8: blue
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o

Sekil 1.1: Antosiyanin Yapist (a) Bitkilerdeki temel iskelet yapis1 ve baslica
antosiyaninler (ACN'ler) ile bunlara ait maksimum absorbans dalga
boylari;

(b) En bol bulunan antosiyaninlerin spektral absorbans araliklar1 ve farkli
pH degerlerinde gosterdikleri renkler [6].



1.2. Antosiyaninlerin Bitkilerdeki Rolleri

Antosiyaninler, bitkilerde pigmentasyonun yani sira gesitli fizyolojik ve ekolojik
rollere sahip olan flavonoid ailesine ait polifenolik bilesiklerdir. Bitkilere kirmizi, mor
ve mavi tonlar1 veren bu pigmentler, 6zellikle ¢icekler, meyveler ve yapraklarda yogun
olarak bulunur ve bitkilerin ¢evresel streslere karsi adaptasyonunda 6nemli bir koruma
saglar [7]. Antosiyaninler, bir yapraktaki oksidatif yiikii yalnizca sari-yesil 15181
filtreleyerek azaltir, ¢ilinkii bitki hiicrelerindeki reaktif oksijenin biiyiik bir kismi
klorofilin uyarilmasi sonucu olusur [8]. Ayrica antosiyaninlerin disiik sicaklik, su
stresi ve asir1 tuzluluk gibi ¢evresel zorluklara karsi bitkilerin dayanikliligini artirdigt
gosterilmistir. Ekolojik perspektiften, antosiyaninler bitkilerin hayatta kalma ve
cogalma stratejilerinde merkezi bir rol oynar. Canli ve parlak renkleriyle tozlayici
bocekleri, kuslar1 ve diger hayvanlar ¢ekerek bitkilerin tozlasma ve tohum yayma
stireclerine katki saglar [9]. Bu pigmentlerin meyvelerdeki yiiksek konsantrasyonu,
meyvenin olgunlagsmasini ve tohumlarinin dagitilmasini tesvik eder. Antosiyaninler
ayrica bitkilerin patojenlere ve otgul boceklere karst kimyasal savunma
mekanizmalarinin bir pargasidir [10]. Antimikrobiyal 6zellikleri sayesinde fungal ve

bakteriyel enfeksiyonlara karsi koruma sagladigi bilinmektedir [11].

1.3. Antosiyanin Biyosentez Yolag:

Antosiyanin biyosentetik iiretim yolagi dogal konakg¢ilarinda kapsamli bir sekilde
arastirilmis ve yolak enzimleri ve mekanizmalar1 aydmlatilmistir. Iyi tanimlanmis
antosiyanin biyosentez yolagi, birgok bitki tiiriinde yiiksek oranda korunmustur

[12,13].

Antosiyanin biyosentez yolagi Sekil 1.2°de ayrintili olarak verilmistir. Antosiyanin
tiretimi, fenilalaninin fenilpropanoid yolakta para-kumaroil-CoA’ya
doniistiiriilmesiyle baglar; bu, flavonoid biyosentez yolunun ilk onciil bilesigidir.
Calkon sentaz (CHS) ile baslayan antosiyanin yolu, flavonoid sekonder metabolit
yolunu devam ettirir. CHS tarafindan bir molekiil p-kumaroil-CoA ve ii¢ molekiil
malonil-CoA'nin kondensasyonu sonucunda naringenin ¢alkonu iretilir [14,15]. CHS,
kirmiz1 garap kalitesini artiran {iziim iiretimi i¢in 6dnemli olan {i¢ geni kodlar (Chsl
ABO015872, Chs2 AB066275, Chs3 AB066274). Chsl ve Chs2 genleri iiziim
yapraklar1 ve kabugunda bulunurken, Chs3 agirlikli olarak tiztim kabugunda bulunur.

Uziimde bu ii¢ genin iiretimini cesitli transkripsiyon faktorleri diizenler ve farkli
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sekonder metabolitlerin iiretilmesini saglar [16]. Bu genlerin protein ve transkript
diizeyindeki ifadesi diisiik olsa da yiiksek biyosentetik verimlilikleri {iretimi artirabilir
[16,17]. Calkon flavon izomeraz (CHI) enziminin etkisiyle naringenin ¢alkon hizla
stereo-spesifik izomer olan naringenin flavanona donistiiriiliir. Naringenin,
antosiyanin veya proantosiyanin sentezinde rol oynar ve ayni zamanda diger fenolik

bilesiklerin olusumunda da iglev goriir.

Naringenin, 3. pozisyonda hidroksillenerek flavanon 3-hidroksilaz (F3H) enzimi
tarafindan dihidrokaempferol {iretimine yol agar (Sekil 1.2). F3'H ve F3'5'H,
naringenin flavanonu ve dihidroflavonollerin oksitlenmis iirinlerini substrat olarak
kullanarak sirastyla dihidrokuersetin ve dihidromirisetin tretir [18]. Her iki enzim de
antosiyaninlerin B halkasina hidroksil grubu ekleyerek delfinidin ve siyanidin gibi
diger antosiyanidinlerin {iretimi igin gereklidir. Chrysanthemum morifolium ve Rosa
hybrida gibi bitkilerde F3'5'H geninin olmamasi nedeniyle delfinidin sentezlenemez

ve bu da mavi/mor renk varyasyonunun eksikligine yol agar [13].

Bir sonraki adimda, ti¢ dihidroflavonol, dihidroflavonol 4-rediiktaz (DFR) enziminin
etkisiyle 3,4-cis-leukoantosiyanidinlere (renksiz bilesikler) dontstiriliir (Sekil 1.1).
Cymbidium ve Petunia gibi bazi bitkilerde, DFR geni substrat 6zgiilliigii gosterir ve
dihidrokaempferolii kullanamaz. Bu nedenle bu bitkiler pelargonidin iiretmez ve

cigeklerinde tugla kirmizisi veya turuncu renkler goriilmez [13].

Devaminda, renksiz leukoantosiyanidinler antosiyanidin sentaz (ANS) enzimi
tarafindan renkli antosiyanidinlere doniistiiriiliir (Sekil 1.1). ANS, flavonoid akisini
antosiyanin biyosentetik yoluna yonlendiren ilk O6nemli enzimdir. ANS, hem
proantosiyanidin hem de antosiyanin tiretiminde kritik rol oynar [19,20]. Ayrica, ANS
iriinii antosiyanin rediiktaz (ANR) tarafindan da katalize edilebilir ve bu da (2R,3R)-

cis flavan-3-ollerin, yani proantosiyanidin 6ncii maddelerinin olusumuna yol agar [21].
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Dihidrokaempferol (DHK), dihidrokuersetin (DHQ), dihidromirisetin
(DHM), lokopelargonidin (LPE), 16kosiyanidin (LCY), 16kodelfinidin
(LDE), pelargonidin (PEL), siyanidin (CYA), delfinidin (DEL),
bunlarin glikozillenmis halleri olan pelargonidin-3-O-glukozit (P3G),
siyanidin-3-O-glukozit (C3G), delfinidin-3-O-glukozit (D3G); ayrica
kaempferol (KAE), kuersetin (QUE), mirisetin (MYR), afzelekin (AFZ),
katekin (CAT), gallokatekin (GAL). Bu bilesiklerin doniistimiini
saglayan enzimler ise DFR, ANS, 3GT, FLS ve LAR dir [22].

ANS’nin etkisiyle olusan renkli antosiyanidinlerin ardindan, bu bilesiklerin vakuolde
kararli hale gelmesi igin agilasyon, metilasyon ve glikozilasyon islemleri gerekir. Bu
islemler, kararsiz antosiyanidinlerin biyosentezinden sonra sitozolde gerceklesir.
Antosiyanidinler (ACD) ve 3,4-cis-leukoantosiyanidinler (LCD) kararli olmayan ara
triinlerdir; bu nedenle, 3-O-glikozil transferaz (A3GT) enzimi tarafindan, 3-O

pozisyonundan glikozillenerek stabilize edilirler [13].



Siyanidin-3-O-glukozit (C3G), delfinidin-3-O-glukozit (D3G) ve pelargonidin-3-O-
glukozit (P3G) temel antosiyaninlerdir ve B halkasinda bulunan hidroksil grubu
sayisina gore birbirlerinden farklidir. Bazi durumlarda, bu hidroksil gruplar1 O-metil
transferaz enzimiyle O-metilasyona ugrar ve malvidin, peonidin ve petunidin gibi
diger antosiyanidinler olusur. Bu bilesikler 6zellikle yaban mersini, kirmizi {iziim ve

cilek gibi meyvelerde yaygin olarak bulunur [23].

1.4. Antosiyanin Stabilizasyonu

Antosiyaninlerin stabilitesi, antosiyanin pigmentinin tiiriine, kopigmentasyona, 1s1ga,
sicakliga, pH’ya, metal iyonlarina, enzimlere, oksijene ve antioksidanlara baglidir
[24]. Antosiyanidin stabilitesi ayrica, antosiyanidin yapisindaki B halkasi (Sekil 1.1a)
ve varligindaki hidroksil veya metoksil gruplardan etkilenir [25]. Bu gruplarin, ¢ozelti
icindeki antosiyanidin stabilitesini azalttig1 bilinmektedir. Antosiyaninlerin rengi,
¢ozelti pH’sia baglidir; bu durum, antosiyanin molekiiler yapisinin iyonik dogasindan
kaynaklanmaktadir [24]. Asidik kosullarda, bazi antosiyaninler kirmizi goriiniir. Notr
pH’da antosiyaninler mor bir ton alirken, pH artistyla renk maviye doner.
Antosiyaninlerin kirmizi renkli pigmentleri biiyiik o&l¢iide flavilyum katyonu
formundadir [26] (Sekil 1.3).

A+B+Cc+Ct
pH=4
t=equilibrium

OH (e}
trans-chalcone (Ct)

= OCH4
/ O Z O
OCH;

Flavylium cation (AH*) Hemiketal (B) cis-chalcone (Cc)

Sekil 1.3: Antosiyanin flavilyum katyonu [27].



Bu antosiyaninler, diisiik pH’l1 ¢ozeltilerde daha stabildir. Diisilk pH’da olusan
flavilyum katyonu, antosiyaninin suda yiiksek oranda ¢6ziinmesini saglar. Suyun
konsantrasyonundaki azalma, flavilyum katyonunun deprotonasyon hizini artirarak
renk stabilitesini azaltir [28]. pH disinda, antosiyanin tannin polimerizasyonu da diigiik
pH’da renk stabilitesini artirabilir [29] . pH artisinda ise, renksiz karbinol pseodobaz
ve kalkon yapilar1 olusur, ardindan anyonik kinonoid tiirleri meydana gelir. Bu durum,
flavilyum iyonunun hidratasyon reaksiyonu arasindaki kinetik ve termodinamik
rekabetten kaynaklanir [30]. Bu mavi kinonoid tiirleri, diisiik pH’da stabildir. pH 4-5
arasi bir antosiyanin ¢ozeltisi, az miktarda flavilyum katyonu ve kinonoid anyon
nedeniyle ¢ok az renk tonuna sahiptir [31]. N6tr pH’da, rezonans stabilizasyonlu
kinonoid anyonlar (antosiyaninlerin mor rengi) kinonoid tiirlerin daha fazla
deprotonasyonu sonucu olusur. Bir tamponlu ¢ozelti igindeki flavilyum katyonunun
ongoriilen pKa’s1 1-3, kinonoid baz ve kalkonun pKa’st 4-5, kinonoid ve kalkon
monoanyonlarin pKa’si ise 7.5-8.0’dir [32]. Flavilyum katyonu ve kinonoid bazi suda
kirmizi, kinonoid monoanyon ve dianyon ise mor ve mavi olarak gozlemlenebilir.
Diisiik pH (6rnegin pH 1) kosullarinda peonidin (3-O-metile edilmis antosiyanin)
visne kirmizis1 bir ton sergiler, ancak pH 8’de rengi koyu maviye doner.
Antosiyaninlerin agilasyonu, flavilyum katyonlarinin oranini artirarak antosiyanin
pigmentinin kirmizihgmi pH artisinda bile korumaya yardimer olur [31]. Cogu
antosiyanin pigmenti, bazlara kiyasla asidik kosullarda yiiksek stabiliteye sahiptir ve
yiikksek pH’da bozulma meydana gelir. Ornegin, siyanidin ve delfinidin asidik
kosullarda daha stabildir.

1.5. Antosiyanin Tasinmasi

Antosiyaninler, bitkilerde endoplazmik retikulumun (ER) sitoplazma tarafinda iiretilir
ve uzun siireli depolama i¢in merkezi vakuole taginmalar1 gerekmektedir [33] (Sekil
2). Antosiyaninlerin hiicre i¢i tasinmasina iliskin ayrintilar, onceki c¢alismalarin
celigkili sonuglar vermesi nedeniyle tam olarak aydinlatilamamistir. Farkli ABCC
proteinlerinin, antosiyaninlerin zar boyunca taginmasinda rol oynadig: bildirilmistir
[34-36]. Ancak, antosiyaninlerin ER'den alinip oradan vakuole transfer edilip
edilmedigi veya sitoplazma aracilifiyla tasindiktan sonra merkezi vakuole alinip

alinmadigi net degildir [33]. Mekanizma, bitki tiirleri arasinda farklilik gosterebilir



veya her iki yol da antosiyanin tasinmasina katkida bulunabilir. A. thaliana' da
proantosiyanidin pigmentasyonunda kritik bir faktor olarak kesfedilen TT19 adh
vezikiil 1ile iligkili protein, antosiyanin tasinmasinin da vezikiiller araciligiyla
gerceklestigini  onermektedir [37]. MATE (TT12) tasiyicilarinin da potansiyel
antosiyanin tastyicilart olarak Onerilmesine ragmen, bazi calismalar MATE'lerin
antosiyanin degil, proantosiyanidin onciillerini tagidigini ileri siirmektedir [38]. Daha
once, TT19 adli bir GST'nin, antosiyanin tasinmasi sirasinda bir “ligandin” yani
koruyucu protein islevi gordiigii varsayilmistir [37,39,40]. Ancak, son zamanlarda
yapilan bir ¢alisma, antosiyaninle iligkili GST'nin (arGST) siyanidin sentezinde
enzimatik bir igslev gosterdigini ortaya koymustur [1]. Bu bulgu, arGST'nin antosiyanin
taginmasindaki roliinli tamamen ortadan kaldirmaz; aksine, antosiyanin taginmasi ile
ilgili 6nceki gozlemlerin alternatif bir agiklamasini sunar. Antosiyaninlerin basarili bir
sekilde tasinmasi, merkezi vakuolde gerceklesen ek modifikasyon reaksiyonlar
(6rnegin, seker eklenmesi) nedeniyle kritik 6neme sahiptir. Hiicre i¢cindeki antosiyanin
lokalizasyonu, bitkinin fenotipik goriinlimiinii etkileyebilir. Antosiyanin kiimeleri
hizla dagilabilir ve bu durum bitki organinin renk degisikligine neden olabilir.
Vakuolardaki pH degisiklikleri, antosiyaninlerin goriiniimiinii hizla degistirebilir [41].
Aragtirmalar, antosiyaninlerin hiicre i¢i tasinmasi hakkinda 6nemli bilgiler sunsa da
bitki hiicreleri arasindaki veya farkli organlar arasindaki tasinmasi konusunda ¢ok az
bilgi bulunmaktadir [33]. Tim bitki hiicrelerinin fenilalanin bazli antosiyanin
sentezleme yetenegine sahip olmasi géz oniine alindiginda, hiicreler arasi tasinmanin

biyolojik olarak ne kadar 6nemli oldugu tartismalidir.

ER 'flavonoid' -
biosynthesis = _-----

(metabolon) .-~ SRy,

Je ” direct vacuolar import “.

||| maTe . //
: vesicle-based transport i
nucleus - arsgtre T, _vacuole
P3a-ATPase . —o P3p-ATPase
vesicle Golgi apparatus

- = = 3 Anthocyanin transport route

Sekil 1.4: Antosiyanin Tasinmasi [42].
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1.6. Dogal ve Sentetik Boyalar

Gida endiistrisinde, gida iirlinlerinin basarili ticarilestirilmesi ve pazarlanmasi yalnizca
fiyat ve kaliteye bagl degildir; ayn1 zamanda tiiketicilerin iirlinlerin sekil ve renk
acisindan cazibesine de biiyiik dl¢iide baghidir. Bu baglamda, 6zellikle ¢ocuklarin
hedef kitle oldugu durumlarda, gida maddelerinin renk, sekil ve kokusunu daha ¢ekici
ve hos hale getirmek i¢in ¢esitli gida katki maddeleri kullanilmaktadir. Tiiketicinin
ilgisini ¢ekmek icin gilinlimiizde uygulanan en stratejik yontemlerden biri, gida
maddelerinin farkli tonlarda gosterilmesidir. Buna bagli olarak, sanayi gida tiriinlerine,
istenen yapay renkleri vermek amaciyla (dogal veya sentetik) ¢esitli gida boyalar
eklenmektedir; 6rnegin, gazl icecekler, konserve meyveler, tathilar, jelatin ve siit
rtinleri gibi iriinlerde kullanilmaktadir. On yillardir, dogal boyalarin islenme
sirasinda kararsiz ve kolay bozulan 6zellikleri nedeniyle, iireticiler tarafindan sentetik
boyalar tercih edilmistir [43,44]. Sentetik boyalar ise yiiksek su ¢oziiniirliigii, stabil
renk, diisiik liretim maliyetleri ve minimal mikrobiyolojik kontaminasyon gibi
avantajlara sahiptir [45]. Ancak, bu pigmentlerin siirekli tiiketilmesinin, olumsuz
etkileri nedeniyle ciddi saglik sorunlarina yol acabilecegi gosterilmistir. Ornegin, azo
boyalar (Amaranth, Allura Red, Ponceau 4R gibi) asin tiiketildiginde ¢ocuklarda
alerji, astim, iirtiker, anjioddem, hiperaktivite ve dikkat eksikligi, migren, anksiyete,
ndrolojik islevlerde bozulma, sitotoksik, kanserojen ve ksenosestrojenik etkiler, ayrica
l6ukotrien B4 sentezinde artis ve tedavi edilemeyen genetik hastaliklara neden olabilir
[46-48]. Ote yandan, Eritrosin gibi Ksantan boyalarin asir1 miktarda kullanilmast,
alerjiler, bobrek veya tiroid bozukluklari, bronsiyal sorunlar, astim, davranig
bozukluklari, kusma, hiperaktivite, merkezi sinir sistemi bozukluklar1 ve hemolitik

bozukluklara yol agabilir [49].

Bu baglamda, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilac Idaresi (FDA) ve Avrupa Gida
Giivenligi Kurumu (EFSA), tiiketiciler icin glivenli kabul edilen seviyeleri saglamak
ve bu pigmentlerin kisa ve uzun vadeli kullanimindaki olumsuz etkileri dnlemek
amaciyla bu pigmentlerin tiikketimine izin veren diizenlemeleri yiiriirlige koymustur.
Gida sentetik boyalarin kabul edilebilir giinliikk alim (ADI) degeri, zararli olmadan
kilogram basina giinliik tiiketilebilecek madde miktarin1 gosteren bir dlgiittiir [50].
Ayrica, bu gida boyalarinin gida {rilinlerinin igerik listelerine dahil edilmesini
kolaylastirmak amaciyla, Codex Gida Katki Maddeleri Komitesi (CCFA), gida katki

maddelerinin igerik listelerinde, katk1 maddesinin spesifik adinin (genellikle uzun ve



karmagik kimyasal yapiya sahip) yerine ii¢ basamakli bir say1 olarak listelenmesini
saglayan Uluslararast Gida Katki Maddeleri Numaralandirma Sistemi (INS)’ni
olusturmustur [46,50].

Bitkilerden elde edilen antosiyaninler, gida katki maddesi olarak kullanilmistir. Gida
katki1 maddesi E163, iiziim kabugu gibi meyve antosiyaninlerinden tiiretilen ticari katk1
maddelerinden biridir ve mor renkte recel, sekerleme ve icecek iiretiminde
kullanilmaktadir. Son zamanlarda sentetik gida boyalar, Ozellikle nérolojik
fonksiyonlar ve davranigsal etkiler agisindan insan sagligina olan olumsuz etkileri ve
giivenlik endiseleri nedeniyle kamuoyunun dikkatini ¢ekmistir. Toplam 153, ii¢
yasindaki ve 144 sekiz ila dokuz yasindaki ¢ocugu igeren bir klinik ¢alismada, sodyum
benzoat (E211) ile birlikte diyetle tiiketilen, giin batimi saris1 (E110), karmosin (E122),
tartarazin (E102), ponceau 4R (E124), kinolin saris1 (E104) ve Allura red AC (E129)
iceren yapay renklerin, normal ¢ocuklarda hiperaktivitenin énemli dl¢lide artmasina
ve bu durumun en az orta cocukluk donemine kadar devam etmesine yol actig1 rapor
edilmistir [51]. Bu bulgu, sentetik gida boyalarina alternatif olarak antosiyanin gibi
dogal gida boyalarinin arastirilmasina biiytik ilgi uyandirmistir. Giiniimiizde yogurt
icecekleri ve bazi karisik meyve sularinda antosiyanin bazli boyalarin kullanimi
giderek yayginlasirken, baz1 sirketler hala irilinlerinde sentetik boyalar
kullanmaktadir; ancak, bu sentetik boyalar asir1 tiiketildiginde toksik etkiler
gosterebilir. Son zamanlarda, agilasyonlu antosiyaninler, agilasyonsuz antosiyaninlere
gore yliksek stabiliteleri nedeniyle gida endiistrisinde tercih edilen boyar maddeler
arasinda yer almaktadir [52]. Ayrica, 6rnegin miirdiim erigi ve diken erik gibi belirli
meyvelerden, yiliksek miktarda acilasyonsuz antosiyanin nispeten diisiik maliyetle
tiretilmekte ve bu {riinler gida endistrisinde boyar madde olarak kullanilma

potansiyeline sahiptir.

Allura Red, Amaranth, Ponceau 4Rc, Carmoisine ve Eritrosin gibi sentetik kirmizi
boyalar, yiiksek sicaklik kosullarinda stabil olmalari, diisiik iiretim maliyetleri ve
yogun kirmizi renkleri nedeniyle diinya genelinde gida endiistrisinde en yaygin
kullanilan kirmiz1 renklendirici ajanlardir [53]. Bu nedenle, potansiyel alerjileri veya
olumsuz etkileri 6nlemek amaciyla kontrollii dozlarda uygulanmalar1 gerektigi goz
oniinde bulundurularak, gidalarin tiiketiciler i¢in ¢ekici ve cazip hale getirilmesi

amaciyla siklikla kullanilmaktadir.
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E129 (Allura red AC), C1g8H14N2Na20sS> kimyasal formiiliine sahip bir azo boyasidir
[43,54]. Bu boya, 6-hidroksi-2-naftalin siilfonik asit ve 5-amino-4-metoksi-2-toluen
stilfonik asidin karigtirllmasiyla sentezlenir [55]. Allura kirmizisi, gida, igecek,
suruplar, tathlar, sekerlemeler, firin iiriinleri, dondurma ve igeceklerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Gida iiriinlerinde Allura kirmizisinin kabul edilebilir giinliik alim
(ADI) degeri 7 mg/kg olarak belirlenmistir [54]. Ancak bu boya karaciger ve bobrekler
tizerinde toksik etkilere sahiptir ve 6zellikle cocuklarda astim, alerjiler, kanser, beyin
hasar1 ve dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu (DEHB) gibi saglik sorunlarina
neden olabilmektedir [43,54,55].

E124 (Ponceau 4R), C20H11N2Na3O10Ss kimyasal formiiliine sahiptir [56]. Ponceau
4R, toz iceceklerde, siit iirlinlerinde ve bir¢ok iirlinde diisitk maliyetli olmasi, iyi su
¢Oziiniirliigli, diisiik mikrobiyolojik kontaminasyon riski ve yiiksek stabilitesi
nedeniyle kullanilmaktadir. FAO ve WHO'ya gore Ponceau 4R'nin ADI degeri 4
mg/kg olarak belirlenmistir [57,58]. Ancak Ponceau 4R, toksik ve kanserojen aromatik
halka yapilar ile azo fonksiyonel gruplar icerdiginden asir tiiketildiginde alerjiler,
norolojik toksisiteler ve kanser gibi olumsuz saglik etkilerine neden olabilmektedir

[56,58].

E122 (Carmoisine), C2H12N2Na,0O7S kimyasal formiiliine sahiptir [59]. Karmosin,
sekerlemeler, cipsler, dondurmalar ve gazli icecekler gibi ¢esitli gida irtinlerinde renk
verici olarak kullanilir. WHO ve FAQ'ya gore karmosinin ADI degeri 4 mg/kg olarak
belirlenmistir [59]. Ancak yapilan arastirmalar karmosinin ¢ocuklarda hiperaktiviteye,
baz1 bireylerde alerjik reaksiyonlara ve hayvanlarda kansere neden olabilecegini
gostermistir. Son yillarda Avrupa Birligi ve ABD'de karmosinin gida ve kozmetik
tiriinlerinde kullanim1 yasaklanmustir, ancak gelismekte olan bazi iilkelerde hala ticari

olarak kullanilmaktadir [60,61].

E127 (Eritrosin), C2oHelsNa2Os kimyasal formiiliine sahiptir [62,63]. Eritrosin, meyve
aromal1 igeceklerde, keklerde, sekerlemelerde ve gazli iceceklerde renk verici olarak
kullanilir. WHOQ'ya gore Eritrosin'in ADI degeri 0.01 mg/kg olarak belirlenmistir.
Ancak eritrosin alerjilere, anemiye, kansere, norotoksisiteye, DNA hasarina ve tiroid
bozukluklarina neden olabilmektedir [64]. Bu nedenle gida iiriinlerinde kullaniminin

kontrol edilmesi gerekmektedir.

11



Sonug olarak, sentetik gida boyalariin saglik tizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle
antosiyanin gibi dogal bazli renklendiricilere olan talep artmaktadir. Antosiyaninler,
gida, ilag ve kozmetik endiistrilerinde sentetik boyalara alternatif olarak
kullanilabilecek umut verici dogal pigmentlerdir. Dogal Gida Boyalar1 Pazarinin
biiytikligi, 2025'te 2,25 milyar USD olarak tahmin edilmekte olup, 2030'a kadar
%8,47'lik bilesik yillik biiyiime orant (CAGR) ile 3,37 milyar USD'ye ulagmasi
beklenmektedir (2025-2030 tahmin déneminde)[65].

Dogal gida boyalar1 endiistrisi, tiiketici tercihleri ve siirdiiriilebilirlik girisimleri
dogrultusunda 6nemli bir doniisiim yasamaktadir. BASF'in 2022 raporuna gore, Asya-
Pasifik bolgesindeki tiiketicilerin yaklagik %80'i yapay igeriklerin olumsuz saglik
etkilerinin farkina varmis durumda ve tiiketicilerin %65' i yapay renklendiriciler i¢eren
gidalardan aktif olarak kacinmaktadir. Bu artan farkindalik, biiylik gida iireticilerini
tiriinlerini yeniden formiile etmeye yonlendirmis ve dogal gida boyalari ¢éziimlerinde
yeniliklere yol agmustir. Sirketler, yapay renklere alternatif, 1s1 ve pH stabilitesine
sahip dogal gida boyalar1 kaynaklarin1 kesfetmek amaciyla arastirma ve gelistirmeye
giderek daha fazla yatirim yapmaktadir. Geligmis iilkelerdeki tiiketiciler, {ireticilerin
kullandigt iiriin formiilasyonlarint ve dogal gida bilesenlerinin kalitesini belirlemede
giderek daha donanimli hale gelmistir. 2022'de Natural Food Colors Association
(NATCOL) tarafindan yaymlanan bir ¢alismaya gore, kiiresel tiiketicilerin yaklagik
%601 yapay renklendiriciler icermeyen iiriinleri gérmek istediklerini belirtirken, son
yillarda dogal gida boyasi lansmanlarinin oran1 %77'den fazla artmistir. Bu artan
farkindalik, Kellogg's, General Mills, Nestlé SA, Campbell Soup ve Kraft Heinz gibi
biiyilk gida sirketlerini {irlin formiilasyonlarindan yapay katki maddeleri ve
renklendiricileri smirlama taahhiidiine y&neltmistir. Ornegin, Nestlé, Butterfinger
irlinlinlin renk kaynagin1 Yellow 5 ve Red 40’tan, achiote agaci tohumlarindan elde

edilen Annatto'ya degistirmistir [65].

1.7. Glutatyon Transferazlar (GST)

Flavonoidler, bitkiler karasal ortama gecis yaptigindan beri var olarak evrimlesmis ve
cesitli fizyolojik siireglerde rol oynamislardir. Flavonoidler sitozolde sentezlenir ve
depolanmak {lizere vakuole veya biyoaktif molekiiller olarak islev gosterebilecekleri
diger hedeflere taginirlar. Flavonoid biyosentezinin, depolanmasinin ve islevlerinin

farkl1 yerlerde gergeklesmesi, flavonoidlerin biyolojik rollerini yerine getirmeleri i¢in
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verimli tasinim mekanizmalarin1 gerektirir. Ancak, flavonoidlerin hiicre ig¢indeki
dagilimi, tasmimi ve depolanmasina dair kanitlar yakin zamanlarda ortaya
konulmustur [66,67]. Bitki hiicrelerinde flavonoid tasinimi igin vezikiil trafigi,
membran tasiyicilart ve GST aracili mekanizma olmak iizere ii¢ farklt mekanizma
vardir [67]. Son 10 yil i¢inde, yeni biyokimyasal 6zelliklere ve in planta biyolojik
islevlere sahip flavonoid tasiyicilarinin fonksiyonel karakterizasyonu da dahil olmak
tizere, flavonoidlerin vakuol i¢i birikim mekanizmalarinin anlasilmasinda 6nemli

ilerlemeler kaydedilmistir [35,68,69].

Glutatyon S-transferazlar (GST'ler), yaygin enzimlerin biiyiik bir ailesini olusturur;
topluca, fotosentetik bitki hiicrelerindeki ¢6ziinebilir proteinin yaklasik %1'ini teskil
eder [70,71]. GST'ler, hayvanlara uygulanan bir¢ok ilag ve bitkilere uygulanan
herbisitler dahil olmak iizere cesitli eksojen substratin detoksifikasyonu i¢in gereklidir
[72,73]. Enzim ¢esitliligi, ¢ok sayida aile iiyesi ve GST'lerin 20 ila 30 kDa'lik alt
birimlerden olusan homo ve heterodimerler olarak islev gormesiyle yansitilir.
Ekonomik 6neme sahip herbisitler ve safenerler (herbisitlerin olumsuz etkisinden
bitkiyi koruyan katki maddesi), bitki GST'lerinin substratlari olarak ilgi odagi

olmustur.

GST’lerin, gesitli abiyotik ve biyotik stres direnci ve bitki gelisim asamalarinda
islevlerinin oldugu belirlenmistir [74,75]. Bitkilerde iyi incelenmis detoksifikasyon
reaksiyonlari, nihayetinde glutatyon (GSH) ile konjugatlanmis substratlarin vakuole
sekestrasyonuna (ayrilmasina, birikmesine) yol acar. Ancak, GST'lerin endojen
bilesiklerle olan fonksiyonu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu durum dikkat
cekicidir ¢linkii bitkiler, potansiyel GST substratlar1 olan sayisiz toksik sekonder
metabolit sentezler. Bu bilesiklerin bitkinin hayatta kalabilmesi i¢in farkli hiicre
boliimlerine yerlesmesi gerekmektedir [76]. Bugiine kadar, sadece ii¢ tiir
mekanizmanin antosiyanin ve flavonoid tagimasinda yer aldigi varsayilmaktadir:
glutatyon S-transferaz (GST), vezikiil tasima ve membran tasiyicilari [77]. Ancak, bu
farkli ama birbirini dislamayan mekanizmalarin antosiyaninlerin
kompermentalizasyonu i¢in nasil birlikte calistifi sorusu hala cevaplanmamaistir.
GST'ler (Glutatyon S-transferazlar), tripeptit glutatyonun (y-glutamil-sisteinil-glisin;
GSH), reaktif elektrofilik bir merkez igeren bir ko-substrata (R-X) transferini
katalizleyerek, polar bir S-glutatyonillenmis reaksiyon iiriinii (R-SG) olusumunu

saglar.
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GST'ler, bitkilerde biiylik bir gen ailesi tarafindan kodlanir ve bu enzimler,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve stres yanitlart dahil olmak iizere ¢ok islevli
Ozelliklere sahiptir [78,79]. Dizi benzerlikleri, immiinolojik karakterizasyonlar,
kinetik ozellikler ve genomik yapisal organizasyona gore bitki GST'leri 10 alt sinifa
ayrilir: Phi, Tau, Lambda, Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHAR), Tetraklorohidrokinon
(TCHQD), Uzama Faktorii-1 Gamma (EF1G), Zeta, Theta, Hemerythrin ve lota [80].
Bu simiflar arasinda, Phi sinifi bitkilere 6zgiidiir ve yakin zamanda antosiyanin
tasinmasinda rol oynadigi 6ne siiriilmistir [37]. Gen delesyonu ve mutagenez
yontemleri kullanilarak yapilan ¢aligmalar, GST'lerin antosiyaninlerin muhtemel en
onemli tastyicilart oldugunu gosterilmistir. Ornegin, misirda bir GST (Bronze-2, Bz2)
geninin eksikligi, yalnizca antosiyaninlerde biiyiik bir azalmanin meydana gelmesine
degil, ayn1 zamanda antosiyaninlerin taginamamasi nedeniyle misirin goriilebilir
renginin kaybolmasina da neden olmustur [34]. Benzer sekilde, bir¢ok ¢alisma, GST
fonksiyonunun kaybinin, bitkilerde goriiniir pigment birikiminin kaybina yol
acabilecegini gostermistir. Bu, petunyada PhAN9 [39], iizimde VvGST4 [81],
siklamende CkmGST4 [82], ligide LcGST4 [83], elmada MdGST [84], seftalide Riant
[85] ve Arabidopsis’te AtTT19 [37] ile gosterilmistir.

AN9, petunyadan (Petunia hybrida) elde edilen bir glutatyon S-transferaz (GST)
enzimidir ve antosiyaninlerin sitoplazmadaki sentez yerinden alinip, kalic1 olarak
vakuolde depolanmasi siirecinde etkin bir sekilde disa tasinmasi i¢in gereklidir. Pek
cok yabanci bilesik (ksenobiyotik) icin, kovalent olarak baglanmis bir glutatyon
(GSH) etiketi, bu molekiillerin vakuolden ayrilmak {izere taninmasini saglar ve bu
tanima, tonoplasta lokalize olmus ATP-baglayici kaset (ABC) tasiyicisi tarafindan
gerceklestirilir [39].

1.8. PhAN9 GST Enziminin Filogenetik Siniflandirilmasi

Filogenetik agac, biyolojik taksonlar arasindaki evrimsel ve filogenetik iliskileri
fiziksel veya genetik Ozelliklerine dayanarak gosteren aga¢ benzeri bir grafiksel
temsildir [86-88]. Diigiimler (nodes) ve dallardan (branches) olusan bir filogenetik
agacta, diigiimler taksonomik birimleri temsil ederken, dallar bu birimler arasindaki
tahmini zaman iligkilerini gosterir [89,90] . Filogenetik aga¢ ¢ikarimi i¢in kullanilan
iki ana yoOntem kategorisi bulunmaktadir [91]Mesafeye dayali (distance-based)
yontemler (NJ yontemi ve UPGMA yontemi gibi) [92]. Bu yontemler, dnce 6zellik
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matrisini mesafe matrisine doniistiirerek tiirler arasindaki evrimsel mesafeleri temsil
eder ve ardindan kiimeleme algoritmalarini kullanarak incelenen tiirleri analiz eder ve
filogenetik agaci olusturur [93]. Karaktere dayali (character-based) yoOntemler
(parsimoni yontemi ve olasilik yontemi gibi) [94,95]Bu yontemler genellikle ¢ok
sayida varsayimsal agag tiretir ve ardindan belirli kriterlere gore en uygun agaci secer

(MP yontemi, ML yontemi ve Bl yontemi gibi algoritmalara dayanarak) [96].

Parsimoni yontemi agik bir model varsayimina sahip degilken, olasilik yontemi belirli
bir sabit dizi evrim modeli ve olasilik fonksiyonu igerir [97]. Mesafeye dayali
yontemler her zaman tek bir evrim agaci iiretirken, parsimoni ve olasilik yontemleri
en uygun agact olusturana kadar bir¢cok varsayimsal agac olusturur ve degerlendirir
[90].

Filogenetik analiz, evrimsel iliskileri ortaya koyarak protein veya gen ailelerinin
simiflandirilmasina yardime1 olan giiclii bir aragtir. GST enzim ailesi, farkl
organizmalarda genis bir yayilim gostermekte olup, cok cesitli metabolik stireclerde
rol almaktadir. Bu nedenle, tez c¢alismami kapsaminda incelenen GST geninin
(PhAN9) filogenetik analizi, bu genlerin bitkilerdeki evrimsel konumunu belirlemek,
heterolog sistemlerde islevsel rollerini anlamak ve benzer enzimlerle olan iliskisini
ortaya ¢ikarmak agisindan onemlidir. Ozellikle Phi ve Tau smifi GST'ler cogunlukla
bitkilerde bulunur ve detoksifikasyon siireclerinin yani sira antosiyanin tagima ve
birikimi gibi islevlerde goérev alirlar. Maksimum likelihood (ML) yo6ntemiyle
olusturulmus filogenetik agac¢ (Sekil 1.5), GST proteinlerinin evrimsel yakinligin
ortaya koymaktadir. Ozellikle IbGSTF4 ve PhAN9 arasindaki filogenetik mesafenin
nispeten kisa olmasi, bu iki genin muhtemelen benzer substratlara baglanabildigini ve

benzer metabolik siireglerde rol alabilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 1.5: PhAN9 Glutatyon S-Transferazin (GST) Soy Agaci (ML:Maximum
Likehood) yontemi kullanilarak olusturulmustur).

1.9. Mikroorganizmalarda Antosiyanin Uretimi

Bitkilerde ikincil metabolitler olarak flavonoidlerin {iretimi, yiliksek diizeyde
diizenlenmis olup dokuya 6zgii bir sekilde gerceklesmektedir. Gelisimsel ya da
cevresel uyarilar olmaksizin, bitkilerde flavonoid birikimi genellikle sinirli diizeyde
kalmaktadir. Flavonoidlerin ticari olarak biiyiik 6lgiide bitkilerden elde edilmesi, bu
sinirli birikimin 6nemli bir iiretim zorlugu olusturmasina neden olmaktadir [98].
Ayrica, bazi 6nemli flavonoid bilesikleri, kiiltlirii giic olan veya uzun biiyiime
donemleri gerektiren bitki tlirlerinden ekstrakte edilmektedir; bu durum da {iretim
maliyetlerini daha da artirmaktadir. Her ne kadar bazi flavonoid bilesiklerinin
kimyasal sentezi miimkiin olsa da toksik kimyasal ¢oziiciilerin kullanilmasi ve zorlu
reaksiyon kosullarinin gerekliligi, bu yiiksek degerli bilesiklerin de novo sentezini

onemli Olciide kisitlamaktadir. Ayrica, aktif molekiillerin olusumu i¢in gerekli olan
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glikozilasyonlar ve kiral sentez gibi spesifik modifikasyonlar da kimyasal sentez

stireglerinde 6nemli zorluklar teskil etmektedir [99,100].

Dogal kimyasallarin iiretimi i¢in mikroorganizmalarin miihendisligi, endiistriyel
ihtiyaglar1 karsilamada umut verici ve siirdiiriilebilir bir yontemdir. Bu sebeplerle,
flavonoid tiretimi amaciyla fenilpropanoid yolaginin metabolik miithendisligi yoluyla
gelistirilmesi ve optimizasyonu hem akademik hem de endiistriyel alanda yogun ilgi
goren bir arastirma alan1 haline gelmistir. Tarim bitkilerinin veya 6zel tiirlerin genetik
miihendisligi, flavonoid {iretim veriminin artirtlmasini hedeflerken; mikrobiyal
sistemlerin miithendisligi ise flavonoid biyosentez yollariin yeniden yapilandirilmasi
yoluyla fermantasyon teknolojilerinden yararlanarak belirli bilesiklerin kontrollii
kosullar altinda siirekli iiretimini amaglamaktadir. Her iki yaklasim da Onemli
farmasotik  etkinlige sahip yeni flavonoid bilesiklerinin  iiretimi  i¢in

kullanilabilmektedir.

Metabolik miihendislikte en yaygin kullanilan sistem olan E.coli, naringenin,
kaempferol ve katekin gibi dogal flavonoidlerin biyosentezi i¢in kapsamli sekilde
modifiye edilmistir [L01-104]. Daha sonrasinda, bu konak mikroorganizma gesitliligi
Saccharomyces cerevisiae ve Streptomyces venezuelae gibi organizmalar1 da
kapsayacak sekilde genisletilmistir [104,105]. Yakin zamanda ise, amino asit iireten
bir bakteri olan Corynebacterium glutamicum'un, stilben ve flavanon {iretimi igin de
kullanilabilecegi bildirilmistir [106].

Flavonoid sinifina ait polifenollerin 6nemli tyeleri olan antosiyaninler, biiyiik
endiistriyel ve ticari degerleri nedeniyle uzun siiredir ilgi gérmektedir. 2005 yilinda,
Yan ve arkadaslari, Malus domestica’dan flavanon 3-hidroksilaz (F3H) ve ANS
genlerini, Anthurium andraesanum’dan DFR genini ve Petunia hybrida’dan flavonoid
3-O-glukoziltransferaz (F3GT) genini E. coli’ye klonlayip eksprese etmiglerdir[107].
Bu rekombinant E. coli susu, sirasiyla naringenin ve eriodiktiol 6nciillerini kullanarak
6,0 ug/L siyanidin 3-O-glukozid ve 5,6 ug/L pelargonidin 3-O-glukozid iiretmistir
[107]. Daha sonraki g¢aligmalarda, bitki kaynakli enzimlerin se¢imi, UDP-glukoz
havuzunun optimizasyonu, oOnciill aliminin diizenlenmesi ve fiiretim siirecinin
tyilestirilmesi sayesinde iiretim verimi bliyiik Olclide artirilmistir. Sonug olarak,
afzelechin ve katekin onciilleri kullanilarak pelargonidin 3-O-glukozid tiretimi 113

mg/L’ye, siyanidin 3-O-glukozid tiretimi ise 350 mg/L’ye ulagmistir [108-110].
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Onemli kimyasallarin, mikrobiyal hiicre fabrikas1 olarak kullanilan E. coli, antosiyanin
tiretimi i¢in en uygun sistemlerden biri olarak kabul edilmektedir. E. coli‘de metabolik
miithendislik yontemleriyle flavonoid liretimi, biyosentetik kofaktorlerin artirilmasi
yoluyla verimliligi gelistirmek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Ornegin,
antosiyanin sentezi igin gereken seker verici UDP-glikoz, antosiyaninlerin sentezinde
kritik rol oynar. UDP-glikoz biyosentetik geninin, antosiyanin sentaz-3-O-
glukoziltransferaz (ANS-3GT) ile flizyonlanmis haliyle yiiksek oranda eksprese
edilmesi, E. coli'de daha yiiksek antosiyanin konsantrasyonlarina ulasilmasini
saglamistir [111]. Ek olarak, UDP-glikoz yollarinin silinmesi sonrasinda da

verimlilikte artis gézlemlenmistir [112].

Kombinatoryal (biitiinlestirici) biyosentetik yaklagim, E. coli'de ahududu iiretiminde
antosiyanin ve 5-deoksi-flavanon tdretimi i¢in de uygulanmistir [111,113].
Antosiyaninler, F3H, DFR, ANS ve 3GT genlerinin eksprese edilmesiyle
naringeninden sentezlenir. Genetik mithendisligi yoluyla gelistirilen E. coli'deki en
yiiksek naringenin tretimi 421.6 mg/L [114], kaempferol ise 57 mg/L olarak
belirlenmistir [115].

Lim ve ark. [110]'in ¢alismasina gore, onciil fazlaligi, substrat seviyesi ve gen
ekspresyon seviyelerinin kontrol edilmesiyle E .coli'de 122.3 mg/L siyanidin elde
edilmistir. Baska bir giincel ¢alismada, E. coli BL21 hiicrelerinde kirmizi renkli C3G
(siyanidin 3-O-glukozit) iiretimini iyilestirmek amaciyla ¢oklu monosistronik ve ¢ok
degiskenli vektorler tasarlanmis ve 439 mg/L C3G verimine ulasilmistir [116]. Yan ve
ark. ([101] kiiltiir pH’sin1 optimize etmek, rasyonel manipiilasyon yapmak ve fiizyon
protein olusturmak suretiyle E. coli'de 78.9 mg/L P3G (pelargonidin 3-O-Glikozit)
tiretmistir. Ayrica, antosiyanin peonidin 3-O-glukozidinin (56 mg/L) iiretimi, O-
metilasyonlu antosiyanin tretiminin miihendislik yaklasimlariyla elde edilmistir
[117]. Uretim verimi, genetik miihendisligi yoluyla tasarlanan E. coli hiicrelerinde disa
attm pompalarinin  (6rnegin, TolC delesyonu veya YadH overekspresyonu)
etkinliginin degistirilmesi yoluyla, antosiyaninlerin birikmesi ve taginmasi optimize

edilerek artirilabilir [108,118].

Mikroorganizmalarda antosiyanin biyosentez yolunun olusturulmasi ve miihendisligi,
bitki enzimlerinin eszamanli eksprese edilmesini igerir. Gen ortologlar1 farklh
bitkilerde ayni reaksiyonu katalize eder, ancak bu enzimler farkli kinetik ve

termodinamik 6zellikler sergileyebilir [118]. Bu durum, mikroorganizmalarda
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heterolog ekspresyon sirasinda ¢esitli metabolik davranislara ve hedef bilesiklerin
tiretim seviyelerinde degisikliklere neden olabilir. Bu nedenle, farkli tiirlerden enzim
taramasi ve sec¢imi, antosiyaninler ve diger flavonoidlerin iiretimini artirmak igin
onemli bir stratejidir [102]. Ornegin, Yan ve arkadaslar1 dort farkli bitkiden alan
ANS enzimlerinin in vivo aktivitelerini karsilastirmis ve E. coli'de en yiiksek siyanidin
tiretiminin Petunia hybrida kaynakli ANS ile elde edildigini gostermistir [102]. Benzer
sekilde, E. coli'de naringenin iiretimi, upstream yolak enzimlerinin (4CL, CHS ve CHI
gibi) farkli homologlarinin karsilastirilmasiyla optimize edilmistir [103]. Farkli
kaynaklardan alinan enzim kombinasyonlar1 naringenin veriminde 6nemli farkliliklar
gostermistir [103]. Benzer bir strateji resveratrol tiretimi igin de kullanilmustir [119].
Ancak uygun bir enzim sistemi kurulduktan sonra bile, mikroorganizmalarda yiiksek
verimli antosiyanin {liretimi her zaman garanti edilmemektedir, ¢iinkii bitki kdkenli
enzimlerin prokaryotik hiicrelerde heterolog ekspresyonu genellikle genetik
miihendislik modifikasyonlar1 gerektirir. Ornegin, Catharanthus roseus kaynakli bir
P450 enzimi olan F3'5'H'nin prokaryotik ekspresyonu i¢in, 5' ucundaki dort kodon
¢ikarilmis, besinci kodon baslangi¢c kodonuyla degistirilmis ve altinci kodon 16sinden
alanine degistirilmistir [120]. Daha sonra bu yeniden tasarlanmis F3'5'H, C. roseus'tan
tiiretilmis kisaltilmis bir P450 rediiktaz ile birlestirilerek bir kimerik hidroksilaz
olusturulmus ve kuersetin tiretimi saglanmistir [120]. Metabolik yolaktaki bireysel
enzimlerin modifikasyonlarmin yani sira, ardigik adimlarda gorev alan birden fazla
enzimin birlesik ekspresyonu da antosiyanin iiretimini artirmada etkili bir yontemdir.
Ornegin, Arabidopsis thaliana kaynakli F3GT enziminin Petunia hybrida kaynakl
ANS'nin N-terminaline pentapeptid bir baglayici ile fiizyon edilmesi sonucu, ayr1 ayri
eksprese edilen enzimlere kiyasla ¢ok daha yiiksek siyanidin 3-O-glukozit (C3G)
verimi elde edilmistir [102]. Bu kimerik enzim kompleksinin, kararsiz siyanidin ara
iriiniiniin lokal konsantrasyonunu artirarak onu hizlica F3GT'ye aktardig1 ve bdylece

siyanidinin bozulmasini 6nleyerek iiretim verimini artirdig1 diistiniilmektedir.

Antosiyaninlerin mayada heterolog tiretimi ile ilgili yapilan ¢caligmada, heterolog GST
ekspresyonunun antosiyanin liretiminde, 16koantosiyanidin dioksigenaz enziminin
iirlinli olan flavan-3,3,4-triol'lin siyanidine doniisiimiinde gerekli olan dehidrasyon
reaksiyonunun Katalitik aktivitesinde etkisi oldugu ve antosiyanin liretiminde 36,5 kat
verim artisin1 sagladigr kanitlanmistir. Benzer sekilde, bu tez calismasi kapsaminda,

E.coli’de PhAN9 (Petunia hybrida AN9) glutatyon S-transferazinin heterolog
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antosiyanin biyosentezini arttirmasindaki etkisinin incelenmesi amacglanmistir. Bu
baglamda, tez ¢aligmasi kapsaminda E. coli’de antosiyanin liretiminin arttirilmasi i¢in;
antosiyanin tasinmasi ve birikmesinde 6nemli rolleri oldugu bilinen PhAN9 glutatyon
transferazi, GST geni olarak segilmis ve E. coli’de daha 6nce tasarlanmis antosiyanin
(C3G) ireticisi rekombinant hiicrelere klonlamustir. Literatiirde, E. coli’de GST
ekspresyonunun heterolog antosiyanin tiretimine etkisi ile ilgili su ana degin yapilan

calismanin olmamasi bu ¢aligmanin 6zgiinliik degerini arttirmaktadir.
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2. MATERYAL

Tez ¢alismasi kapsaminda, siyanidin-3-O-glukozit (C3G) {iretiminin arttirilmasi igin
E. coli hiicrelerinde klonlanma ve transformasyonu calismalar1 yapilmistir. Genetik
miithendislik yoluyla degistirilen hiicrelerde daha sonra C3G iiretiminin arttirilmasi

icin besiyeri ve kiiltiir kosullarinin optimizasyonu gerceklestirilmistir.

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar ve {iretici firmalar1 Tablo 2.1°de

gosterilmektedir.

Tablo 2.1: Tez kapsaminda kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler.

Kimyasal ad1 Kimyasal markasi- Katalog numarasi
Ampisilin Sigma-Aldrich A9393-5G
Streptomisin Sigma-Aldrich S6501-5G
Casamino acid LabM Q33034/054

Peptone Merck 1.07214.0500

Trisin BioShop / TRI001.100
Magnezyum Kloriir Hexahidrat AFG Bioscience / 223905-1KG
(MgCl,.6H>0)

Potasyum Hidroksit KOH Sigma-Aldrich / 06005
Amonyum Chloride (NH4ClI) AFG Bioscience 184934-1KG
Sodyum Kloriir NaCl Sigma-Aldrich

Asit Hidrolize Kazein LabM- Q33034/054

D (+)-Glucose, Anhydrous AFG 294126
Morpholinopropane Sulphonic and AFG Bioscience 355532

Extra pure (MOPS)

Demir (IT) Stilfat Heptahidrat AFG Bioscience 335074-1KG
(FeS04.7H20)
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Tablo 2.1: Tez kapsaminda kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler (devamu).

Demir (IT) Stilfat Heptahidrat

AFG Bioscience 335074-1KG

(FeS04.7H,0)

Potasyum Siilfat (K2SOa4) Carlo Erba 474167-1KG
Amonyum Molibdat Sigma Aldrich M1819-10G
(NH4)sM070244H20

Borik Asit (H:BOs) AFG Bioscience 373848-1KG
Bakar (II) Siilfat Pentahidrat AFG Bioscience 260976-1KG
(CuS04.5H20)

Mangan Kloriir (MnCl2) Sigma Aldrich 244589-50G
Cinko Siilfat Heptahidrat AFG Bioscience 408022-1KG
(ZnS04.7TH20)

Potasyum Fosfat Monobasic Anhydrous
(KH2PO4)

AFG Bioscience 292188-1KG

Potasyum Fosfat Dibasic Anhydrous
(K2HPOg)

AFG Bioscience 321171-1KG

di-Amonyum Fosfat (NH4),HPO4

Tekkim 310823294001-1KG

Kalsiyum Kloriir Dihidrat (CaCl.2H20)

AFG Bioscience 347762-1KG

Thiamine Hidrokloriir

(C12H17CIN4OS.HCI)

AFG Bioscience 402129-25G

Tris Base

neoFroxx 1115KG001

Asetik Asit

Merck 100056

nutrient broth

Merck 1.05443.0500

EDTA AFGSCI 399168
Yeast extract Bacto TM 212750
Agar Bacto TM agar 214010

Cyanidin-3-O-glucoside chloride

GLPBIO-GN10743

IPTG

neofroxx 1122GR005

N,N-Dimethylformamide

Sigma 59H364315

HCl

Merck- K39100514

DMSO

Merck 102952

PhNA9 glutatyon S-transferaz geni
(sentetik)

GenScript
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Tablo 2.1: Tez kapsaminda kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler (devamu).

Acetonitril Sigma 1.00030.2500
SYBR safe Invitrogen S33102
Formik asit Lachema 30587

HPLC vial Agilent Technologies 5190-9062

HPLC vial insert Isolab 1.097.05.111.100

HPLC vial kapak Agilent Technologies 5190-9067

HPLC kolon Agilent Technologies Zorbax SB-C18

(4.6 x 150 mm, 5 pm)

48-Derin kuyulu plate (5 mL)

VWR (732-3797)

Derin kuyulu plate kapagi (plate seal)

VWR (60941-086)

SYBR safe

Invitrogen S33102

2.2. Kullanilan Kitler ve Enzimler

Tez kapsaminda, GST geninin klonlanmast ve klonlarin dogrulanmasi agamasinda

kullanilan kitler, enzimler, DNA belirtegleri Tablo 2.2’de sunulmustur.

Tablo 2.2: Klonlama ve klonlarin dogrulanmasi asamasinda kullanilan kitler,

enzimler, belirtecler.

Kit, Enzim ya da Belirteg ad1

Uretici firma/Katalog numarasi

Ndel

NEB ROI111S

Kpnl-HF NEB R3142S
Xhol NEB R0146S
T4 DNA ligaz NEB M0202S
Taq DNA polimeraz [Ntron -30221847

100 bp + 500 bp DNA belirteci

O’RangeRuler

1 kb plus DNA belirteci NEB NO0550G
rCutsmart Buffer (10X) NEB B6004S
Miniprep izolasyon kiti Monarch T1010S/L
Jel izolasyon kiti EcoPURE E5003
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2.3. Kullanilan Cihazlar

Tez kapsaminda kullanilan cihazlar Tablo 2.3’te sunulmustur.

Tablo 2.3: Tez kapsaminda kullanilan cihazlar.

Cihaz adi Cihaz markas1 ve modeli

HPLC Shimadzu — DGU-20A5R

Buz makinesi Vosko

Agaroz Jel Goriintiileme Cihaz1 Azure Biosystem, c600

Otoklav Hirayama, Hicla HVE-110

Tart1 Precisa 1200C

pH Metre Hana Instruments, pH 211
Microprocessor pH Meter

Su banyosu GFL 1083

Mikrodalga Firin Beko 1550

-80 °C derin dondurucu Esco Lexicon ULT Freezer

Steril Kabin Heraus Hera Safe HS 12

+4 °C ve -20 °C Buzdolabi Argelik

Masa Ustii Santrifiij VWR, Microsent 17R

Sogutmali Santrifiij Gyrozen 124BR

Sogutmali Santrifiij Scanspeed Falkon Santrifiij-1580R

Tart1 Shimadzu AUW220D

Santrifiij Beckman Coulter TM — Microfuge 18
centrifuge

PCR Thermocycler Biometra

2.4. Besiyerleri ve Soliisyonlar

Tez kapsaminda klonlama, transformasyon ve hiicre kiiltiirii asamalarinda kullanilan

soliisyon ve besiyerleri asagida sunulmustur.
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2.4.1. Kompetan Hiicre Improved Tampon

Hiicre transformasyonunda, kompetan hiicre hazirlanmasinda kullanilan improved
buffer hazirlamak i¢in, 5 mL CaCl. ve 50 mL LB ile steril kosullarda karigtirilarak 55
mL olarak hazirlandi. Kullanilan soliisyonlar 6ncesinde 0.45 um siringa filtre ile steril
edildi.

2.4.2. 50x TAE Buffer

Agaroz jelde kullanilmak iizere TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) tamponu 50% olarak

asagidaki sekilde hazirlanmis, daha sonra 1x’e seyreltilerek kullanilda.

Bu amagla, 242 g Tris-base, 57,1 mL asetik asit ve 100 mL 0.5M EDTA ile

karistirilmis ve ¢ozelti hacmi 1 litreye distile su ile tamamlandi.

2.4.3. LB Besiyeri ve LB Agar Besiyeri

E. coli hiicrelerinin klonlanmasi, transformasyonu ve onkiiltiirleri siirecince
kullanilan LB broth ve LB agar besiyerleri asagidaki sekilde hazirlandi.

LB broth:

-10 g nutrient broth

-5 g yeast extract

-8 g NaCl

-0,52 g Tris base

Tiim kimyasallar, 800 mL suda iyice ¢6ziildiikten sonra, meziirde hacim 1000 mL’e
tamamlandi ve sigelere aktarim yapildi. Sterilizasyon i¢in otoklava atilarak 121°C’de

15 dakika boyunca steril edildi.
LB Agar:

-10 g nutrient broth

-5 g yeast extract

-8 g NaCl

-15 g agar
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Agar hari¢ tim maddeler 800 mL suda, manyetik karistirictda manyetik balik
yardimiyla ¢6ziildii. Sonrasinda meziirde hacim 1000 mL’e tamamland1 ve steril

siselere aktarim yapildi. Son olarak agar eklenip, sterilizasyon i¢in otoklava atilarak

121°C’de 15 dakika boyunca steril edildi.

2.4.4. AMM (Andrew’s Magic Media) Besiyeri Bilesenleri

Tez kapsaminda, genetik miithendislik yoluyla degistirilmis E. coli hiicrelerinde C3G
tiretimi icin AMM besiyeri kullanilmigtir. AMM besiyerinin hazirlanis1 asagida
ayrintilariyla verilmistir.

10X Tuz ¢ozeltisi (500mL):

-17,5 g KH:PO4

-25 g KHPO4

-17,5 g (NH4)2HPO4

Hassas terazide ilgili kimyasallar tartildiktan sonra beher i¢ine eklenerek, 300 mL suda
manyetik karigtirici ile ¢6zdiirtildii. Meziirde hacim 500 mL’ye tamamlandiktan sonra
steril siseye aktarildi. Daha sonra fosforik asit (Sigma) ile pH 6.49’a ayarlandi. Filtre

sterilizasyonu (0.45um siringa ucu filtre ile) yapilarak, oda sicakliginda saklanmistir.

1 M CaCl2 Cozeltisi (100 mL):

14,70 g CaCl; tartilip suda ¢oziiliip, meziirde hacim 100 ml’ye tamamlandiktan sonra
otoklava atilarak 121°C’de 15 dakika boyunca steril edilmistir. Kullanima kadar oda

sicakliginda muhafaza edilmistir.

0,5 g/LL Thiamine HCL Cézeltisi (20 mL)

0,01 g thiamine HCL tartilip 20 mL su i¢inde ¢oziilmiistiir. Filtre sterilizasyonu (0.45
um siringa ucu filtre ile) yapildiktan sonra, eppendorflara aktarilmig ve eppendorflar
aliminyum folyo ile kaplanip (¢6zeltinin 151k hassasiyeti oldugu i¢in) -20°C’ de

muhafaza edilmistir.

1 M MgSO4.7H20 Cézeltisi (1000 mL):

246,47 g MgS0QO4.7H,0 tartildiktan sonra 6nce 700 mL suda ¢ozdiiriildii. Meziir ile

hacmi 1000 mL’e tamamlanip tamamland1 ve manyetik karistiricida tekrar homojenize
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hale getirildi. Ardindan laminar akish kabinde filtre sterilizasyonu yapilarak ve oda

sicakliginda muhafaza edilmistir.

%350 Glikoz Cozeltisi:

100 g glikoz tartildiktan sonra 80 mL suda ¢ozdiiriildii. Meziir ile hacmi 200 mL’e
tamamlanip manyetik karistirict ile homojen hale getirildi. Ardindan laminar akish

kabinde filtre sterilizasyonu yapilarak ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Mikroniitrient Cozeltisi (50 mL):

-0,009 g (NH4)sM07024.4H-0
-0,063 g H3BO3
-0,006 g CuSO4
-0,040 g MnCl>
-0,007 g ZnSO4

Igili kimyasallar hassas terazide tartilip beher igine alind1 ve 40 mL suda ¢6zdiiriildii.
Meziirde hacim su ile 50 mL’e tamamlandi. Ardindan laminar akisli kabinde filtre

sterilizasyonu yapildi ve oda sicaklifinda muhafaza edildi.
10X MOPS Cozeltisi:

-83,72 g MOPS

-7,17 g Tricine

-0,03 g FeS0O4.7H20

- 5,10 g NH4CI

-0,48 g K2S0O4

-1,10 g MgCl>

-29,20 g NaCl

MOPS ve Trisin tartilip 800 mL suda ¢ozdiiriildii. 10 M KOH ile (10-20 mL) pH’1
7.4’e ayarland1 ve sirasiyla ilgili kimyasallar tartilip ¢ozeltiye eklendi. 200 pL/L
mikroniitrient karisimdan eklendi. Manyetik karistiricida homojenize hale getirilip
hacmi 1000 mL’e tamamlandi. Ardindan laminar akigh kabinde filtre sterilizasyonu

yapildi ve 50 mL’lik falkon tiiplere ayrildi. Sonrasinda -20°C’ta muhafaza edildi.
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1000X Antibiyotik Cozeltisi (10 mL):

Ampisilin: 0.80 g ampisilin tartildiktan sonra 10 mL suda vorteks ile ¢oziilmiistiir.
Filtre sterilizasyonu ile 1.5 mL’lik eppendorflara aktarildiktan sonra -20°C’ta

muhafaza edilmistir.

Streptomisin: 0.50 g streptomisin tartildiktan sonra 10 mL suda vorteks ile ¢ozdiirtildi.
Filtre sterilizasyonu ile 1.5 mL’lik eppendorflara aktarilarak -20°C’ta muhafaza

edilmistir.

Yukarida belirtilen tiim ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra, Tablo 2.4.’de belirtilen

Olciilerde karigtirllarak AMM besiyeri hazirlanmastir.

Tablo 2.4: AMM Besiyeri bilesenleri (1 litre igin).

Stok Cozeltileri Hacim
10x Tuz Stok Cozeltisi 100 mL
50% Glikoz Cozeltisi 40 mL

1 M MgSO4 Cozeltisi 1mL

0,5 g/L Thiamine HCI Cozeltisi | 1 mL
10X MOPS Cozeltisi 100 mL
1 M CaCl, Cozeltisi 0,1 mL
Ampisilin 1mL
Streptomisin 1mL
dH20 756,9 mL

[k adimda dH-0, tuz stok ¢dzeltisi ve ardindan glikoz ¢dzeltisi eklendi (ilk olarak
suyun eklenme nedeni ileriki adimlarda eklenecek cozeltileri karigtirdiktan sonra
¢okelti olmamasi i¢indir). Glikoz ¢ozeltisi eklendikten sonra 2 g/L kasaminoasit
eklendi. CaCl, ¢ozeltisini ekledikten sonra ¢okelti olmamasi igin yeterli miktarda su

oldugu kontrol edildi.

pH cok yiiksekse, MgSO4 eklenmesi ¢okelmeye neden olmaktadir. Bunu 6nlemek igin,

10x tuz stok ¢6zeltisini konsantre fosforik asit ile pH 6.3 veya 6.6'ya ayarlandi.
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1000 mL AMM medium hazirlamak i¢in ilk olarak laminar akisli kabinde 1 L’lik
siseye su eklendi. Tuz stok ¢ozeltisi ve glikoz ¢ozeltisi eklendikten sonra 2 g

kazaminoasit eklendi. Diger ¢ozeltiler de sirasiyla eklenip besiyeri hazirlandi.

2.5. PhAN9 Glutatyon S-Transferaz Geninin Sentezi

Petunia hybrida bitkisine ait PhAN9 glutatyon S-transferaz (GST) geni, Ndel (5’ ucu)
ve Kpnl (3’ ucu) restriksiyon enzim kesim bolgelerini i¢erecek sekilde sentetik olarak
sentezlenmis, ekspresyon verimliligini artirmak amaciyla Escherichia coli i¢in kodon
optimizasyonu uygulanmis ve pUCS57 vektoriine klonlanmis olarak GenScript

firmasindan temin edilmistir. Kodon optimize gen dizilimi Sekil 2.1°de gosterilmistir:

6 GenScript Make Research Easy

5. Optimized Sequence(Optimized Sequence Length:696, GC%:52.47)

GTGGTTAAGGTGCATGGTAGCGCGATGGCGGCGTGCCCGCAGCGTGTGATGGTTTGCCTGATCGAGCTGGGCGTG
GACTTCGAACTGATTCACGTTGACCTGGATAGCCTGGAGCAAAAGAAACCGGAATTCCTGGTGCTGCAGCCGTTT
GGTCAAGTGCCGGTTATCGAGGACGGCGATTTCCGTCTGTTTGAAAGCCGTGCGATCATTCGTTACTATGCGGCG
AAGTACGAGGTTAAGGGTAGCAAACTGACCGGCACCACCCTGGAGGAAAAAGCGCTGGTTGACCAGTGGCTGGAA
GTGGAAAGCAACAACTACAACGATCTGGTGTATAACATGGTTCTGCAGCTGCTGGTTTTCCCGAAAATGGGTCAA
ACCAGCGACCTGACCCTGGTGACCAAGTGCGCGAACAAACTGGAGAACGTTTTTGATATTTACGAACAACGTCTG
AGCAAGAGCAAATATCTGGCGGGCGAATTCTTTAGCCTGGCGGACCTGAGCCACCTGCCGAGCCTGCGTTTCCTG
ATGAACGAGGGTGGCTTTAGCCACCTGGTGACCAAGCGTAAATGCCTGCACGAATGGTATCTGGACATCAGCAGC
CGTGATAGCTGGAAGAAAGTTCTGGATCTGATGATGAAGAAAATCAGCGAGATTGAAGCTGTGAGCATTCCGGCG
AAGGAAGAGGCGAAAGTTTAA

Sekil 2.1: PhAN9 kodon optimize gen dizilimi.

2.6. Gliserol Stok Hazirlama

Deneyler siiresince elde edilen hiicrelerin stoklar1 su sekilde hazirlandi: Direng
gosterdigi antibiyotige gore LB agar besiyerine tek koloni gelecek sekilde ¢izgi
metodu ile ekim yapildi. Gece boyu 37 ‘C’ye inkiibasyona birakildi, sonrasinda ilgili
antibiyotigi igeren 3 mL LB besiyerine gece boyu inkiibasyona birakilan petriden tek
koloni alinip eklenerek gece boyu 37 C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra -20 C ve
-80C stoklar1 hazirlandi. -20C stogu i¢in 625 pL steril %80 gliserol + 375 pL
kiiltiirden eklendi. -80C stok icin de 375 pL steril %80 gliserol + 625 pL hiicre

kiiltiiriinden eklendi. Sonrasinda ilgili yerlere muhafaza edilmek iizere kaldirildu.
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3. YONTEM

Tez kapsaminda, GST geninin klonlanmasi ve transformasyonunda ve son asamada da
C3G iretiminde kullanilan plazmit ve bakteri soylarina ait ayrintili bilgiler Tablo

3.1.”de sunulmustur.

Tablo 3.1: Tez kapsaminda kullanilan bakteri soyu ve plazmitler.

Bakteri soyu Ozellikleri Kullanilan Kaynakca
ya da vektor antibiyotik
ismi
Escherichia | F~, ¢80d lacZAM15, A(lacZY A-argF)U169, - Novagen
coli DH5a recAl, endAl, hsdR17(rk™, mk*), phoA,

supE44A", thil, gyrA96, relAl

Escherichia F-ompT gal dcm rnel31 lon hsdSg (rs-ms-) - Invitrogen
coli BL21 AM(DE3)
Star™ (DE3)
PETM6 ePathBrick expression vector, ColE1 ori, Ampisilin [121]
AmpR
PETM6- PETM6 with At3GT and PhANS, Ampisilin [117]
At3GT- monocistronic
PhANS
pCDM4 CloDF13, Str', with ePathBrick feature Streptomisin [121]

Tez kapsaminda kullanilmak iizere, glutatyon S-transferaz geni (PhAN9) sentetik
olarak sentezlenmis ve pUC57 vektorii i¢inde klonlanmus olarak temin edilmistir. Tlgili
geni, ekspresyon vektoriimiiz olarak kullanilacak pCDM4 plazmitine klonlamak iizere
kompetan hiicre hazirlanmis (E. coli DH5a), daha sonra PhNA9 genini i¢ceren pUCS57
plazmiti  kompetan hiicrelere transforme edilerek plazmit izolasyonu
gerceklestirilmistir. pUC57-PhAN9 plazmitleri daha sonra Ndel ve Kpnl enzimleri ile

kesilerek igerisinde agaroz jelde yiiriitiilerek PhAN9 geni jelden izole edildi. Son
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olarak, bu gen ekspresyon vektorii olan pCDM4 igine klonlanarak E. coli DH5a
hiicrelerine transforme edilmistir. pCDM4-PhAN9 plazmitini igceren stok hiicreler

hazirlanmasina iliskin izlenen tiim protokol asagida ayrintilari ile verilmistir.

3.1. E. coli DH50 Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

Klonlama c¢aligmalarinda kullanilmak iizere kompetan hiicre hazirlanmistir. Bu amacla
izlenen protokol su sekildedir: E. coli DH5a hiicreleri, -80°C’tan stoklarindan alinarak
LB agar igeren petri kaplarina ekilerek 37°C’ta gece boyu biiyiitiildii. Kompetan hiicre
hazirlamak tizere, bu petriden tek bir koloni alinarak 50 mL LB besiyeri igeren erlen
kiiltiir kaplarina 6ze yardimu ile ekildi. 37 °C’ta 200 rpm inkiibe edilerek OD600 degeri
yaklasik 0,6 (3,5 saat sonunda) olduktan sonra hiicreler, steril santrifiij tiiplerine
aktarilarak 5 dakika buzda inkiibe edilerek sogutuldu. 3000 RCF/1000G de 4°C’ta 10
dakika boyunca santrifiij yapildiktan sonra iist sivi uzaklagtirilarak pellet, 20 mL (2,5
ml CaCl2 igeren, 25 mL’lik LB besiyeri) improved buffer ile resiispanse edildikten
sonra 5 dakika buzda bekletilerek sogutuldu. Sonrasinda 1000 g’de 4°C’ta 10 dakika
boyunca santrifilj yapildiktan sonra iist siv1 uzaklastirilarak pellet, 20 ml (2,5 ml CaClz
iceren, 25 mL’lik LB besiyeri) improved buffer ile resiispanse edildi. Ardindan 5
dakika buzda bekletilip 1000 g’de 4°C’ta 6 dakika boyunca santrifiij yapilarak iist sivi
uzaklastirildi. Son olarak, pellet lizerine 4 mL taze improved buffer eklenerek homojen
bir sekilde ¢oziilerek eppendorf tiiplere paylastirilarak sonrasinda kullanilmak tizere -

80°C’ta saklandu.

3.2. pUC57-PhAN9 Plazmitinin E. coli DHSa Hiicrelerine
Transformasyonu

pUC57-PhAN9 plazmiti, son konsantrasyonu 25 ng/ul veya 100 ng/ul olacak sekilde,
45 pl kompetan hiicre (E. coli DH5a) igeren eppendorf tiiplere eklendi. Eppendorf
tiipler, transformasyon islemi i¢in oncelikle buzda 20 dakika bekletildikten sonra, 45-
50 saniye 42 °C’ta su banyosunda hizla inkiibe edilip hemen sonra 2 dk daha buzda
bekletildi. Tlgili plazmit ve kompetan hiicrelerin iizerine 950 ul LB eklendikten sonra
50 dakika boyunca 37 °C’ta 200 rpm’de ¢alkalamali inkiibatérde biiyiimeye birakild.
2000 g’de 4 dakika santrifiijiin ardindan 900 pl {ist s1v1 uzaklastirilip kalan sivida (100
ul) pellet ¢ozdiiriiliip antibiyotikli (ampisilin 80 ug/mL) LB agar besiyerine ekimi
yapilmistir. 37 °C’ta 16 saat inkiibasyonun ardindan, olusan tek koloniler 80 pg /mL
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ampisilin iceren sivi LB besiyerine aktarilarak (15 mL falkon tiiplere 3 mL LB
eklenmistir) 37 °C’ta 200 rpm’de biiyiitiilmiistiir. 16 saat inkiibasyonun ardindan
pUC57-PhAN9 plazmidini i¢eren E. coli DH5a hiicrelerinin -20 °C ve -80 °C  stok

soliisyonlar1 hazirlanmistir.

3.3. Plazmit izolasyonu

Tez kapsaminda gergeklestirilen tiim plazmit izolasyonlar1t NEB marka miniprep
plazmit izolasyon kiti (Monarch® Plasmid Miniprep Kit NEB #T1010S/L)

kullanilarak gergeklestirilmistir.

pUC57-PhAN9 plazmitini i¢eren E. coli DH5a Hiicrelerinden plazmit izolasyonu igin

kullanilan kit protokoliine ait ayrintilar asagida verilmistir:

pUC57-PhAN9 plazmidini i¢eren E. coli DHS5a hiicrelerinin stok soliisyonlarindan
alian hiicreler ampisilin i¢ceren 3 mL LB besiyerinde 37 °C’ ta 200 rpm’de gece boyu
biiyiitiildiikten sonra, 4 °C’ta 4000 rpm 20 dakika santrifiij edilmistir. Ust siv1
uzaklastirildiktan sonra pelletler 200 ul B1 tamponunda ¢ozdiiriildii. Ardindan 200 pl
B2 lizis tamponu eklenip 5-6 kez nazikge ters-yiiz edildi. Oda sicakliginda 1 dakika
inkiibasyonun ardindan 400 ul B3 noétralizasyon buffer eklenip, 2 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. 5 dakika boyunca 16.000 g hizinda santrifiij
yapild1. Ustsivi pellete dokunmadan dikkatlice gekilip kit icerisinde yer alan kolona
aktarilip 1 dakika boyunca santrifiij yapildi. Altta kalan sivi uzaklastirilip, 200 pl
plazmit yikama tamponu 1 eklenip tekrar 1 dakika santrifiij yapildiktan sonra altta
kalan s1v1 uzaklastirilmistir. 400 pl plazmit yikama tamponu 2 eklenip 1 dakika daha
santrifiij yapildiktan sonra sivi uzaklastirildi. Kolon yeni steril eppendorf tiipe
aktarildiktan sonra son olarak 30 pl niikleaz free su eklenip santrifiij yapildiktan sonra

plazmit izolasyonu tamamlanmaistir.

3.4. Molekiiler Klonlama

Tez kapsaminda, C3G iiretiminde glutatyon S-transferaz PhAN9 geninin etkinligi,
pCDM4 ekspresyon plazmitine klonlandiktan sonra test edilmistir. pUCS57 vektorii
icerisinde yer alan PhAN9 geni, pCDM4 ekspresyon vektoriine klonlanmistir:
Klonlama i¢in bu amagla, bos pCDM4 vektorii ve kodon optimize PhAN9 genini
igeren pUC57-PhANO vektorii, Ndel ve Kpnl-HF enzimleri ile kesilmistir (Tablo 3.2).
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Belirtilen plazmitlerden 1 ng, 1x rCut Smart Buffer ve 1’er uL enzim ile final hacmi
30 uL olacak sekilde bir araya getirilerek ve 37°C’ta 15 dakika inkiibe edilmistir.
Kesimin ardindan enzim 65°C’da 20 dakikada 1s1 uygulamasi ile inaktivasyon

gergeklestirilmistir.

Tablo 3.2: Restriksiyon enzim kesim reaksiyonu.

pUC57-PhAN9 i¢in | Miktar pCDM4 icin Miktar
DNA (1000 ng) 7 uL DNA (1000 ng) 15ul
rCutsmart Buffer 3ulL rcutsmart buffer 3ulL
(10X)

Ndel (20 U) 1ulL Ndel (20 U) 1 uL
Kpnl (20 U) 1 ulL Kpnl (20 U) 1 uL
dH>0O 18 uL dH20 10 uL
Toplam 30 uL Toplam 30 uL

Kesilen plazmitler, %1°lik agaroz jele (1x TAE tamponu ile hazirlanmis) yiiklenip, 1
kb DNA belirteci ile beraber 110 volt’ta 30-45 dakika, DNA belirte¢ bantlar1 iyice
ayrilana kadar yliriitiilmistiir. DNA bantlarinin ayrilmasinin gerceklestirilmesi ile
kodon optimize genleri temsil eden bantlar ve lineer hale gelmis pCDM4’ii temsil eden
bantlar, fazla jel almamaya dikkat edilerek temiz bistiiri ucu ile jelden kesilmis ve ayri

mikrosantrifiij tliplerine aktarilmistir.

Bu bantlarin jelden geri kazanimi Eco Pure Gel extraction Kit ile protokoliine uygun

sekilde gerceklestirilmistir. Kit protokoliine ait ayrintilar agagida verilmistir:

Igili bantlar fazla jel almamaya dikkat edilerek steril bistiiri ucu ile jelden kesilip daha
oncesinde bos agirhig: tartilan 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. 100 mg
agaroz jel i¢in 300 uL. EcoPure Baglanma tamponu eklendi. Jelin ¢dziinmesi i¢in 10
dakika 55°C’ de her 2-3 dakikada bir kisaca vortekslenerek inkiibe edildi. Tamamen
¢Oziindiikten sonra her 100 mg agaroz jel kesiti icin 150 pL izopropanol eklendi ve
tyice karistirildi. Elde edilen 6rnek kolona aktarildi ve oda sicakliginda 30 saniye
14.000 rpm’de santrifiij yapildi. Ust siv1 uzaklastirildi ve 700 uL EcoPure yikama
tamponu kolona eklendi. Oda sicakliginda 30 saniye 14.000 rpm’de santrifiij yapildi.
Ust s1v1 uzaklastirildi ve bos kolon oda sicakliginda 14.000 rpm’de 1 dakika boyunca
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santrifiij yapildi ve yikama tamponu tamamen uzaklastirildi. Kolon yeni 1.5 mL’lik
mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 30 pL niikleaz-free su eklendi ve kolon oda
sicakliginda 1 dakika boyunca inkiibe edildi. Oda sicakliginda 30 saniye 14.000
rpm’de santrifiij yapildi. Kolon uzaklastirildi ve elde edilen DNA’lar -20C’ye
kaldirildi.

DNA pargalarinin konsantrasyonlari nanodrop ile tayin edildi. Birbirini tamamlayan
kesim noktalarina sahip lineer pCDM4 vektorii ve PhAN9 geni ligasyon ig¢in
kullanilmistir: Ligasyon islemi i¢in T4 DNA ligaz (NEB) kullanilmigtir. T4 DNA ligaz
protokoliine gore ligasyon oranlari hesaplanmistir. 50 ng pCDM4 ile 1:3 molar oran
verecek sekilde PhAN9 geni, 1x ligasyon tamponu iginde bir araya getirildikten sonra,
1 uL T4 DNA ligaz enzim eklenmis ve bu karisim 16-18 saat 16°C inkiibe edilmistir
(Tablo 3.3). Sonrasinda 65 °C’ ta 10 dakika inaktivasyon yapildi. Ligasyon
hesaplamasi su sekilde yapilmistir (3.1)

gereken insert kiitlesi (g) = istenen insert /vektor mol oran1 X (3.1)

vektoriin kiitlesi (g) X insert uzunlugunun vektoér uzunluguna orani

Tablo 3.3: Ligasyon reaksiyonu bilesenleri.

Reaktanlar PhANO9
Insert DNA (50 ng) 3,75ulL
Vektor DNA 1,75 uL
(pCDM4) (37,5 ng)
T4 Ligaz buffer 2 uL
dH:20 12,50 uL
T4 ligaz 1 uL

3.5. pCDM4 Vektorine Glutatyon S-transferazlarin
Transformasyonu

pCDM4-PhANO olarak isimlendirilen ligasyon fiiriinleri (plazmit), takip eden giinde
kompetan E. coli DH5a hiicreleri igine CaClz 1s1 soku metodu ile aktarilmistir (Bu
amagla, 2.5 pL ya da 5 pL pCDM4-PhAN9 plazmit ile 50 pL kompetan hiicre

transforme edilmistir). LB agar + 50 pg/mL streptomisin besiyerinde secilen pozitif
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koloniler daha sonra LB + 50 pg/mL streptomisin sivi besiyerinde calkalamali
inkiibatorde bir gece boyunca biiylitiilmiistiir. Biiyliyen kiiltiirlerden hem plazmit
izolasyonu yapilmistir hem de -80°C gliserol stoklar1 hazirlanmustir. izole edilen
plazmitlerin pozitif klon olup olmadigi hem restriksiyon enzim kesimi (tekli ve ikili

kesim) hem de PCR yapilarak belirlenmistir.

3.6. pCDM4-PhAN9 Klonlarmin Dogrulanmasi

C3G iretiminin arttirlmasindaki etkinligi test edilecek olan glutatyon S-transferaz
PhAN9 geninin pCDM4 plazmitine klonlanmasi sonucu pCDM4-PhAN9 plazmiti elde
edilmistir. Ilgili plazmitin klonladigimiz geni icerip igermediginin dogrulanmast igin
hem restriksiyon enzim kesimi hem de PCR reaksiyonu asagida ayrintilart verildigi

sekilde gergeklestirilmistir.

3.6.1 Restriksiyon Enzim Kesimi ile Klonlarin Dogrulanmasi

Plazmit izolasyonu yapilan klon adaylarmin dogrulanmasi i¢in ikili ve tekli enzim
kesimi gerceklestirilmistir. Ikili enzim kesim i¢in Ndel ve Kpnl restriksiyon enzimleri

kullanilmis olup kesim protokolii Tablo 3.4’te belirtilen oranlarda yapilmistir.

Tablo 3.4: pCDM4-PhAN9 plazmitinin ikili restriksiyon enzim kesimi (Ndel-Kpnl).

pCDM4-PhAN9 Miktar
DNA (1000 ng) SulL
rCutsmart Buffer (10X) 2ul
Ndel (20 U) 1 ulL
Kpnl (20 U) 1 uL
dH20 11 uL
Toplam 20 uL.

Tablo 3.4°te verilen bilesenler karistirilarak, reaksiyon iiriinleri 45 dakika 37°C su
banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 20 pL kesim iirlinii 4 pL yiiriitme

boyasi karigimi kuyulara yiiklenerek %1 agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
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Elde edilen kolonilerin ikili enzim kesimi ile dogrulamasi yapildiktan sonra, Xhol
enzimi ile de tekli kesimi yapilip klon dogrulamasi gergeklestirilmistir. Xhol

restriksiyon enzimi ile kesim protokolii Tablo 3.5’te belirtilen oranlarda yapilmistir.

Tablo 3.5: pCDM4-PhAN9 plazmitinin tekli restriksiyon enzim kesimi (Xhol).

pCDM4-PhAN9 Miktar
DNA (1000 ng) 5uL
rCutsmart Buffer (10X) 2 uL
Xhol (20 U) 1 uL
dH20 12 uL
Toplam 20 puL

Tablo 3.5’te verilen bilesenler karistirilarak, reaksiyon triinleri 45 dakika 37°C su
banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra her bir kesim {iriinii 20 puL olacak

sekilde yiiklenerek %1 agaroz jelde yliriitiilmiistiir.

3.6.2 PCR ile Klonlarin Dogrulanmasi

Restriksiyon enzimleri ile kesim yapilarak klonlarin dogrulanmasindan sonra elde
edilen kolonilerin dogrulanmasi i¢in T7 primerleri ile PCR yapilmistir. pCDM4+
PhANO vektorlerini iceren E. coli DH5a hiicrelerinde PhAN9 geninin varliginin
dogrulanmasi i¢in PCR protokolii ger¢eklestirilmistir. PCR ¢alismasinda klonlama
bolgesini sinirlayan T7 primerleri (F-5’-TAATACGACTCACTATAGGG ve R-5’-
GCTAGTT ATTGCTCAGCGG) kullanildi. INtron Taq DNA Polimeraz (Kat. No.
30221847) enzimi ile gergeklestirilen PCR c¢alismasinda kullanilan bilesenlerin
ayrimtili igerikleri Tablo 3.6’da sunulmustur. Kontrol olarak da bos pCDM4 vektorii
ayni sekilde T7 primerleri ile cogaltilmistir.
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Tablo 3.6: PCR Protokolii Bilesenleri.

i-Taq PCR Protocol Miktar
10 x PCR buffer 2,5 uL
MgCl (25 mM) 2,5 ulL
dNTP (200 uM) 2 uL
Plazmit DNA (100 ng) IuL
(pCMD4-PhANDY)

Forward T7 primer (250 nM) | 1 uL
Reverse T7 primer (250 nM) | 1 uL
i-Tag DNA 1 puL
dH20 14 pL
Toplam 25 uL

PCR dongiisii asagidaki sekilde gergeklestirilmistir (Tablo 3.7).

Tablo 3.7: PCR dongii programi.

Program Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
On denatiirasyon 95 5 dakika -
Denatiirasyon 95 30 saniye

Baglanma 50 30 saniye %30 dongii
Uzama 72 1 dakika

Son Uzama 72 10 dakika

Elde edilen PCR firiinleri %1 agaroz jele yiiklendi (10 pL DNA 2 pl yiiriitme boyasi
(loading dye) ile karistirildi) ve DNA belirteci (GeneRuler 1Kb Plus) ile 1XTAE
tampon ile 80 V’ da 40 dakika yiiriitiildiikten sonra, PCR reaksiyonu sonucu elde

edilen bantlar belirtece gore kiyaslanarak, beklenen DNA bandin1 veren koloniler

pozitif klon olarak degerlendirilmistir.
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3.7. C3G Rekombinanti ve GST Rekombinanti C3G
Ureticisi E. coli BL21 (DE3) Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Tez g¢alismasmin amaci, GST geninin (PhAN9) C3G iretimine olan etkisinin
belirlenmesidir. Bu amacgla C3G rekombinanti hiicreler olarak GST genini icermeyen

C3@ ureticisi hiicreler kullanilacaktir.

Tez kapsaminda, E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinde C3G iiretiminin heterolog olarak
gerceklestirilmesinde kullanilacak olan pETM6-At3GT-PhANS plazmiti (ampisilin
direng geni barindiran), Prof. Dr. Mattheos A. G. Koffas tarafindan hediye edilmistir
[117].

GST geni streptomisin direng genine sahip pCDM4 plazmiti i¢inde yer aldigindan,
kiiltiir kosullarinin benzer sekilde olabilmesi i¢in C3G rekombinanti hiicrelere ayrica
pCDM4 plazmiti eklenmistir. Ozetle, tez kapsaminda kullanilan C3G rekombinant

hiicreler ve GST rekombinanti hiicrelerimiz su sekildedir.

C3G rekombinanti E. coli hiicreleri, C3G iireticisi plazmit (pETM6-At3GT-m-
PhANS) ve bos pCDM4 plazmitini tagimaktadir.

GST rekombinanti hiicreler ise, C3G iireticisi (PETM6-At3GT-m-PhANS) plazmite
ek olarak pCDM4-PhAN9 plazmitini tasiyacak sekilde kotransforme edilerek

hazirlanmistir. Kullanilan plazmitler Sekil 3.1°de ayrintili olarak verilmistir.
C3G rekombinanti hiicre: E. coli BL21 (DE3) - pETM6-At3GT-m-PhANS + pCDM4

GST rekombinant: hiicre: E. coli BL21 (DE3) - pPETM6-At3GT-m-PhANS + pCDM4-
PhAN9

C3G rekombinanti hiicreler: pETM6-At3GT-m-PhANS ve pCDM4 plazmitleri,
daha 6nceden hazirlanan kompetan E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine CaCl: 1s1 soku
metodu aktarilmislardir (Yontem 3.2). Aktarim sonucu pETM6-At3GT-PhANS ve
pCDM4 plazmitini igeren kolonilerin segilimi i¢in bu hiicreler, LB agar + 80 mg/mL
ampisilin ve 50 mg/mL streptomisin besiyeri i¢eren petrilere yayma ekim ile ekildi.
Bir gece boyunca 37°C sicaklikta inkiibasyon sonucu olusan koloniler, pozitif
koloniler olarak kabul edildi.

GST rekombinant1 hiicreler: PhAN9 genini tasryan pCDM4-PhAN9 plazmiti ve
siyanidin-3-O-glukozit (C3G) ireticisi pETM6-At3GT-m-PhANS plazmitinin ko-

transformasyonu, daha 6nceden hazirlanan kompetan E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine
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CaCl: 1s1 soku metodu ile benzer sekilde gerceklestirilmigtir. Aktarim sonucu hem
PETM6-At3GT-PhANS hem de pCDM4-PhAN9 vektorlerini igeren kolonilerin

secilimi i¢in bu hiicreler LB agar + 80 ug/mL ampisilin + 50 pg/mL streptomisin

besiyeri igeren petrilere yayma ekim ile ekildi. Bir gece boyunca 37°C sicaklikta

inkiibasyon sonucu olusan koloniler her iki plazmite de sahip pozitif koloniler olarak

kabul edildi.

Hem C3G rekombinanti hiicreler hem de GST rekombinanti hiicrelere ait klonlar daha

sonra ilgili antibiyotikleri igeren sivi LB besiyerinde biiyiitiiliip, gliserol stoklar

hazirlanarak -20°C ve -80°C’ta saklanmustir.
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Tablo 3.8: GST genlerinin C3G iireten hiicrelere aktarimi.

Nanodrop Transformasyon | Transformasyon | Kompetan
Olctimleri icin kullanilan PhANS miktar Hiicre Miktar1
miktar (pCDM4-
genler)
PhAN9 5-1 205,4 ng/ pL 1,2 uL 1,7 uL 50 uL
pCDM4-2 125,1 ng/ pL 1,8 uL 1,7 uL 50 uL

3.8. C3G Rekombinant1 E. coli BL21 (DE3) Hiicrelerinin
Biiyume Egrisinin Hazirlanmasi

GST rekombinant1 E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinin -20 °C’ta sivi stogundan alinan
hiicreler oncelikle ampisilin (80 pg/L) ve streptomisin (50 pg/L) igeren LB agar
besiyerine ekildi. Daha sonra olusan tek koloniler, 3 mL LB sivi besiyeri (80 pg/L
ampisilin ve 50 pg/L streptomisin igeren) 15 mL’lik falkon tiiplere ekildi. Siv1 kiiltiir,
37 °C’ta 200 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde 18 saat biiyiitiildii. Biiylime egrisinin
hazirlanmasi i¢in, LB besiyerinde gece boyu biiyiitiilen hiicrelerden 200 uL alinarak
bu hiicreler ayni antibiyotikleri igeren (80 pg/L ampisilin ve 50 pg/L streptomisin) 20
mL AMM besiyerine (100 mL’lik erlende) ekildi ve 37 °C’ta 200 rpm’de ¢alkalamali
inkiibatore aktarildi Her saat baginda mikroplakaya 200 pL o6rnek eklenerek
spektrofotometrede hiicrelerin OD600 6l¢iimii yapildi. Yapilan 6l¢iimler sonucunda

bliytime egrisi grafigi olusturulmustur.

3.9. Katekin Substrati, IPTG ve HPLC Cozeltilerinin
Hazirlanmasi

Rekombinant hiicrelerde, AMM besiyerinde substrat olarak katekin kullanarak (Sekil
1.2) C3G iiretilmistir. Onciil molekiil olarak kullanilan katekin (50g/L) su sekilde
hazirlanmistir: Ticari olarak alinan katekin [(+) Catechin Hydrate] 500 mg hassas
terazide tartildiktan sonra, 10 mL DMF: Etanol (8:2) ile ¢ozdiiriilmiis ve 1.5 ml’lik
eppendorf'tiiplere 1 mL olacak sekilde dagitilarak kullanima kadar -20 °C’ ta muhafaza

edilmistir.

C3G iiretiminde, hiicrelerin uyarimi i¢in kullanilacak olan IPTG son konsantrasyonu

(50 mM) olacak sekilde asagidaki sekilde hazirlanmistir: 0.12 g IPTG 10 mL ampul
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suda ¢ozdiiriiliip filtre sterilizasyonu yapildi. 1.5 ml’lik eppendorflara 1 mL olacak

sekilde ayrilarak -20 °C’ ta kullanima kadar muhafaza edilmistir.

HPLC analizinde kullanilacak Solvent A ve Solvent B asagidaki sekilde

hazirlanmistir:

Solvent A: %1 formik asit iceren asetonitril ¢ozeltisi i¢in 1 ml formik asit 6l¢iiliip

sonrasinda asetonitril ile hacmi 1000 mL’e tamamlandi.

Solvent B: %1 formik asit igeren ultra saf su ¢6zeltisi i¢in 1 ml formik asit dlgiiliip

sonrasinda ultra saf su ile hacmi 1000 mL’e tamamlandi.

3.10. Siyanidin 3-O-Glukozit (C3G) Uretimi i¢in Kiiltiir
Sartlarinin Optimize Edilmesi
C3G rekombinanti ve GST rekombinanti E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinde C3G
liretiminin optimizasyonu i¢in tez kapsaminda AMM besiyeri kullanilmistir. Bu
amagla, -20°C stoklarindan ilgili hiicreler oncelikle gerekli antibiyotikleri iceren
(80ug/L ampisilin ve 50 ug /L streptomisin igeren) LB besiyerinde, 175 rpm 6n kiiltiire
alinmislardir. 16 saat inkiibasyonun sonunda, 5 mL derinliginde 48 kuyucuklu
plakalara (VWR) 1 mL AMM besiyeri eklenip gece boyu biiyiiyen kiiltiirler inokiile
edilmistir. Plakalar steril kiltiir kapaklart ile kapatilmiglardir (VWR 60941-086).
Kiiltiirler 6ncelikle yaklasik 3.5 saat, 37°C’ta biiyiitiilmesinin ardindan, IPTG uyarimi
ve katekin substratinin eklenmesinin ardindan ekspresyon i¢in hiicreler 30 °C’ ta 225
rpm’de inkiibasyona alindi. Kiiltiiriin farkli zaman araliklarinda 6rnekler toplanip,
HPLC analizi i¢in su sekilde hazirlanmistir: Bu baglamda, biiyiiyen kiiltiirlerden
ornekler alinirken 50 pL kiiltiir tizerine esit hacimde 50 pL. metanol-HCI (MeOH:HCI
- 100:1) eklenmistir. Ornekler vortekslendikten sonra 15 dakika 4000 rpm santrifiij

edilip iist s1v1 steril eppendorfa aktarilarak HPLC analizine alinmigtir.

Tez kapsaminda yapilan optimizasyon denemeleri su sekildedir:

-Farkli inokulum oranlar1 kiiltiirden (%0,5 inokulum- 5 uL, %1 i inokulum — 10 pL,
%2,5 inokulum — 25 uL, %5 inokulum — 50 uL, %7,5 inokulum - 75 uL)

-Farkli IPTG uyarim zamanlari (3.5h, 4.5h, 5.5.h)
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-Farkli IPTG konsantrasyonlari (50 uM — 1puL, 100 puM — 2 uL, 500 uM — 10 pL, 1000
uM —20uL)

-Farkli glukoz konsantrasyonlari (%2 ve %4 glukoz)
-Farkl1 siikroz konsantrasyonlari (%2 ve %4 siikroz)
-Farkli 6rnek toplama zamanlar1 (18h, 21h, 24h)

-Farkli nitrojen kaynaklar1 (CA: kasaminoasit (2 g/L. — 4g/L), CA + pepton 2 g/L, maya
ekstrakt1 2 g/L)

3.11. HPLC Analizi

Kiiltiir periyodu sonunda kiiltiirler, esit hacimde MeOH:HCI (100:1) ile karistirilarak
4000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendikten sonra, siipernatantlar eppendorf tiiplere
aktarildi. HPLC analizi i¢in 1.5 mL’lik HPLC viallari igerisine 6ncelikle insertler
(Isolab 1.097.05.111.100) yerlestirildi. Eppendorfa aktarilan (C3G igeren) 6rneklerden

20 uL alinip vial i¢erisinde bulunan insertlere aktarildi.

HPLC analizi i¢in Zorbax SB-C18, 5 um, 4,6x150 mm kolon kullanilmig, 0.5 mL/min
akis hizinda 520 nm’de 6l¢tim gerceklestirilmistir. HPLC analizinde, mobil faz olarak
Solvent A (%0,1 formik asit i¢eren asetonitril) ve Solvent B (%0,1 formik asit i¢ceren
ultra saf su) kullanilmistir. Kolon sicakligi 35°C'de sabit tutuldu. Mobil fazlarin akis
hizi 0.5 mL/dakika olarak kullamilmistir. 30 dk’lik HPLC yiirlitme metodu su
sekildedir (Tablo 3.9) [122].

Tablo 3.9: C3G analizinde kullanilan HPLC programiu.

Dakika Solvent A Solvent B
0-3 dk %10 %90
3-20 dk %35 %65
20-21 dk %70 %30
21-27 dk %100 %0
27-30 dk %10 %90
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3.12. HPLC C3G Standardi Hazirlama

GLPBIO’dan temin edilen siyanidin-3-O-glucoside chloride ilk olarak DMSO (saf)
igerisinde ¢ozdiiriildi. 5 mg C3G, 1 mL DMSO igerisinde ¢ozdiriilerek
konsantrasyonu 5000 mg/L’ye getirildi. Standartlar1 hazirlamak i¢cin DMSO’da
¢ozdiiriilen C3G’nin daha sonra MeOH:HCI (100:1) ile seri diliisyonu yapildi ve
strastyla 2500 mg/L, 1250 mg/L, 625 mg/L, 312.5 mg/L, 156 mg/L, 78 mg/L, 39 mg/L,
19,5 mg/L, 9.75 mg/L, 4,875 mg/L. konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandu.

Hazirlanan standartlar kullanima kadar -20°C’ta saklandi.

Konsantrasyon tayini i¢in 5 farkli konsantrasyonda (4.875 mg/L, 9.75 mg/L, 19.5
mg/L, 39 mg/L ve 78 mg/L) hazirlanan C3G’nin HPLC analizi sonucunda hazirlanan
kalibrasyon egrisi GST rekombinanti ve C3G rekombinanti hiicrelerdeki C3G
analizinde kullanilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: Miktar tayini i¢in Siyanidin 3-O-glukozitin 5 farkli konsantrasyonu
kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisi.

3.13. Hiicre Kiiltiiriinden Elde Edilen C3G’nin UV-VIS
Karakterizasyonu

UV-VIS karakterizasyonlari, 1 nm araliklarla ve 420-650 nm arasinda olgiilerek
maksimum 151k absorbsiyonu (Amax) C3G ile karsilastirilarak belirlendi. Bunun i¢in
96 kuyucuklu plaka ve mikroplaka okuyuculu spektrofotometre kullanildi. Her bir
molekiilden 200 pL 2’ser tekrarli olacak sekilde 96 kuyucuklu plakanin kuyucuklarina

aktarild1 ve plaka okuyucu spektrofotometrede belirtilen dalga boylari arasi absorbans
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degerleri alindi. Bu okumalar sonrasi her bir molekiil i¢in dalgaboyu-absorbans

grafikleri olusturuldu.

C3G pigmentinin maksimum 1s1k absorpsiyonunun (Amax) belirlenebilmesi i¢in UV-
Vis spektrofotometrisi yapilmistir. C3G rekombinanti hiicreler ve GST rekombinanti
E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinde C3G firetiminin optimizasyonu igin AMM besiyeri
kullanilmistir.  Bu amagla, -20°C stoklarindan ilgili hiicreler oncelikle gerekli
antibiyotikleri iceren LB besiyerinde 175 rpm 6n kiiltiire alinmislardir. 16 saat
inkiibasyonun sonunda, 5 mL derinliginde 48 kuyucuklu plakalara (VWR) 1 mL
AMM medium eklenip gece boyu biiyliyen kiiltiirler inokiile edilmistir. Plakalar steril
kiiltiir kapaklari ile kapatilmiglardir (VWR 60941-086). Kiiltiirler 6ncelikle yaklasik
3,5h 37°C’ta biyiitilmesinin ardindan, IPTG uyarimi ve katekin substratinin
eklenmesinin ardindan ekspresyon i¢in hiicreler 30 °C’ ta 225 rpm’de inkiibasyona
alind1. 24 saat sonucunda 100 pL kiiltiire 100 pL MeOH:HCI (100:1) eklenip vorteks
yapild1. 15 dakika 4000 rpm santrifiij edilip 200 pL st s1vi, spektrofotometrik analiz
i¢cin mikroplakaya eklendi. UV-Vis 6l¢limii 1 nm dalgaboyu araliklariyla 420 nm-650

nm arasinda yapild1 ve dalgaboyu-absorbans grafigi elde edilmistir.

3.14. Agaroz Jel Elektroforezi

Yapilan kesimden elde edilen DNA'nin tespiti i¢in agaroz jel elektroforez yontemi
kullanilmistir. Jelin hazirlanmasi i¢in 30 mL 1x TAE tamponuna 0.3 g agaroz
eklenerek mikrodalga firinda 5 dakika boyunca eritilmistir. Eritilme siiresince belirli
araliklarda mikrodalga firin agilarak karisim calkalanmstir. Eritilen agaroz soliisyonu
bir miktar soguduktan sonra i¢ine 3 pL RedSafe (fluoresan DNA boyasi) eklenmis ve
bu karisim tarakla desteklenmis bir elektroforez tankina dokiilmiis, ardindan 20 dakika

boyunca jelin donmasi beklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Glutatyon Transferaz Geni PhAN9’un Klonlanmasi ve
Transformasyonu

pUC57 plazmiti iginde yer alan PhAN9 GST geninin ekspresyon vektoriine

klonlanmast i¢in yapilan ¢aligsmalara ait bulgular asagida sunulmustur.

4.1.1. pUC57-PhAN9 iceren E. coli DH5a Hiicrelerinin Plazmit
Izolasyon Sonucu

pUCS7 vektorii igerisinde yer alan PhANO hiicreleri E. coli DHSa hiicrelerine

transforme edildikten sonra, bu plazmitlerin izolasyonu Monarch® Plasmid Miniprep

kiti kullanilarak basariyla gergeklestirilmistir. Plazmit izolasyonu sonunda elde edilen

plazmitlerin nanodrop 6l¢iim sonuglari (plazmit DNA konsantrasyonlar1 ve niikleik

asit safligin belirten A260/A280) Tablo 4.1.’de sunulmustur.

Tablo 4.1: pUC57-PhANO igeren E. coli DHS5a Hiicrelerinin Plazmit
Izolasyonuna ait nanodrop dl¢iim sonuglari.

Gen isimleri Nanodrop 6lgiimleri A260/A280
PhAN9 278,6 ng/ uL 1,82
pCDM4-1 128,9 ng/ uL. 1,80
pCDM4-2 135,1 ng/ uL 1,83

4.1.2. PhAN9 geninin pCDM4 plazmitine klonlanmasi

pUCS57 vektorii icerisinde yer alan PhAN9 geninin, pCDM4 ekspresyon vektoriine
klonlanmasi i¢in pUC57-PhAN9 plazmiti ve bos pCDM4 vektorii Ndel ve Kpnl-HF
enzimleri ile kesilmistir. pUC57-PhAN9 plazmitinin Ndel ve Kpnl enzimleri ile
kesimine ait agaroz jel gorlntisii Sekil 4.1’de verilmistir. E. coli DH5a hiicre
igerisinde bulunan bos pCDM4 vektoriiniin Ndel ve Kpnl enzimleri ile kesimine ait

agaroz jel gortintiisii Sekil 4.2°de verilmistir.
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5000 bp

2000 bp

500 bp

100 bp

Sekil 4.1: E. coli DH5a hiicrelerinden elde edilen pUC57-PhANS9 plazmitlerinin Ndel
ve Kpnl ile kesim sonucunun %1°lik agaroz jel analizi. PhnAN9:pUC57-
PhAN9 plazmiti) (Marker: 100 bp + 500 bp DNA ladder Thermo
scientific, O’RangeRuler).

Sekil 4.2: E. coli DHS5a hiicrelerinden elde edilen pCDM4 plazmitlerinin Ndel ve Kpnl
enzim kesim sonucu jel analizi. Marker: DNA belirteci (Marker: 100 bp
+ 500 bp DNA ladder Thermo scientific, O’RangeRuler), pCDM4-1 /
pCDM4-2: pCDM4 plazmiti.

pUC57-PhAN9 plazmiti ve bos pCDM4 vektorii Ndel ve Kpnl enzim kesiminden
sonra jel yiriitilmiis ve jellerden PhAN9 geni Sekil 4. 1°de altta gosterilen bant) ve
bos pCDM4 (kesilmis) plazmitleri, Monarch DNA Gel Extraction kiti jelden izole
edilmis ve nanodrop ile DNA konsantrasyonlar1 belirtilmistir (Tablo 4.2.).
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Tablo 4.2: PhAN9 geni ve pCDM4 plazmitinin agaroz jelden izolasyonu ile elde
edilen DNA konsantrasyonlari.

Gen ya da plazmit adi DNA konsantrasyonu
PhAN9 10 ng/ uL
pCDM4-1 29 ng/ uL
pCDM4-2 28 ng/ uL

Jelden izolasyonun ardindan, birbirini tamamlayan kesim noktalarina sahip lineer
pCDM4 vektoric ve PhAN9 geni ligasyon i¢in kullanilmis ve ligasyon iiriinleri
(pCDM4-PhAN9 olarak isimlendirilen plazmit) kompetan E. coli DH5a hiicreleri
i¢ine 151 soku metodu ile aktarilarak, LB + 50 pg/mL streptomisin besiyerine ekilmistir.

Transformasyon isleminin ardindan toplamda 3 koloni elde edilmistir (Sekil 4.3)

Sekil 4.3: E. coli DH5a hiicrelerinin pCDM4-PhAN9 ile transformasyonu sonucunda,
LB + 50 pg/mL streptomisin besiyerinde elde edilen koloniler.

4.2. pCDM4-PhAN9 Klonlarmin Molekiiler Dogrulanmasi

Transformasyon isleminin ardindan elde edilen koloniler s1v1 besiyerinde biiyiitiilerek
(pCDM4-PhAND9 plazmitini igeren E. coli DH5a hiicreleri) kit ile plazmit izolasyonu
yapilarak yaklasik 205 ng/ pL plazmit elde edilmistir.

Elde edilen plazmitler daha sonra molekiiler klonlamanin dogrulanmasi igin
kullanilmistir. Klonlarin dogrulanmasi icin tekli restriksiyon enzim kesimi, ikili

restriksiyon enzim kesimi ve koloni PCR ile dogrulama yapilmaistir.
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4.2.1. Xhol restriksiyon enzim kesimi ile klonlarin dogrulanmasi

Xhol enzimi ile kesim sonucunda 4461 bp boyutunda bant elde edilerek PhAN9
geninin pCDM4 plazmitine klonladigi dogrulanmistir (Sekil 4.4). pCDM4plazmitinin
kesimi ile ise 3810 bp boyutunda bat elde edilmistir.

Marker PhAN9 PhANY pCbM4

/ - w‘“"l‘u‘uu

5000 bp

2000 bp 4461 bp 3810 bp

500 bp

Sekil 4.4: Xhol ile enzim kesimi ile dogrulama (Marker: O’RangeRuler 100 bp+500 bp
DNA Ladder ready-to-use, PhAN9 5-1/ 5-2: pCDM4 vektoriine
klonlanan PhAN9 genini igeren tahmini klon, pCDM4: Bos pCDM4
vektoriinii igeren plazmit).

4.2.2. Kpnl ve Ndel restriksiyon enzim kesimi ile klonlarin
dogrulanmasi

Ndel ve Kpnl enzimleri ile kesim sonucunda 3756 bp ve 705 bp (PhAN9’u igeren)
boyutlarinda beklenen bantlar PhAN9 geninin pCDM4 plazmitine klonlandig:
dogruladi (Sekil 4.5). pPCDM4 plazmitinin kesimi ile ise 3756 bp boyutunda bant elde
edilmistir (54 bp’lik ikinci bant jel disinda kalmistir).
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Sekil 4.5: Ndel ve Kpnl enzim kesimi ile klonlarin dogrulanmasi (Marker:
O’RangeRuler 100 bp+500 bp DNA Ladder ready-to-use) PhAN9 5-1:
pCDM4 vektoriine klonlanan PhAN9 genini igeren tahmini klon,
pCDM4: Bos pCDM4 vektoriinii igeren plazmit).

4.2.3. PCR ile klonlarmn dogrulanmasi:

Klonlarin dogrulanmasi i¢in ayrica T7 primerleri kullanilarak PCR ile dogrulama
yapilmistir. ilgili PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen DNA’lar agaroz jelde
goriintiilenerek bant biiytikliikkleri belirlenmistir. Sekil 4.6°ta gortildiigii tizere, PCR
reaksiyonu sonucunda beklenen bant biiyiikliikleri (GST rekombinant hiicrelerde
PhAN9 genini i¢in 907 bg¢’lik bant ve kontrol amaciyla kullanilan bos pCDM4
vektoriinden beklenen 256 bg boyutunda bant) agaroz jelde elde edilerek klonlarin

dogrulanmasi tamamlanmistir.
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Marker PhAN9  pRANO
51 52

pCDM4

3000 bp

/ v—
S — 561

y,
1000 bp — U“ /
/ 907 bp

500 bp —

Sekil 4.6: PCR ile klon tayini (Marker: 1 kb plus DNA ladder NEB, PhAN9 5-1/ 5-2:
GST rekombinant hiicrelerde PhAN9 genini igeren tahmini klon,
pCDM4: kontrol amaciyla kullanilan bos pCDM4 vektorii).

4.3. C3G Rekombinanti ve GST Rekombinant1 Hiicrelerin
E.coli BL21 (DE3) Hiicrelerine Transformasyonu

Tez kapsaminda, C3G {ireticisi hiicreler olarak iki grup hiicre hazirlanmigtir.

C3G rekombinanti hiicreler: E. coli BL21 (DE3) - pETM6-At3GT-m-PhANS-
pCDM4 (bos)

GST rekombinanti hiicreler: E. coli BL21 (DE3) - pETM6-At3GT-m-PhANS +
pCDM4-PhAN9

C3G rekombinant1 hiicreler ve GST rekombinanti hiicreleri hazirlamak i¢in ilgili
plazmitler ayr1 ayr1 E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine transforme edildikten sonra LB
agar + 80 pg/mL ampisilin + 50 pg/mL streptomisin besiyeri iceren petrilerde inkiibe
edilmistir. Her iki antibiyotigi de iceren besiyerinde biiyiiyebilen kolonilerin her iki

hiicre grubunda da ilgili plazmitleri tagidig1 dogrulanmistir (Sekil 4.7).
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C3G rekombinanti hiicreler: E. coli BL21 (DE3) - pETM6- | GST rekombinanti: E. coli BL21 (DE3) - pETM6-At3GT-
At3GT-m-PhANS- pCDM4 (bos) m-PhANS + pCDM4-PhAN9

Sekil 4.7: C3G rekombinant: hiicreler ve GST rekombinant: hiicrelerin, E. coli BL21
(DE3) hiicrelerinin transformasyonu sonucu elde edilen koloniler.

4.4. C3G Ureticisi E.coli BL21 (DE3) Hiicrelerinin Biiyiime
Egrisi
C3G iiretiminin optimizasyonu oncesinde ilk olarak, C3G fireticisi C3G rekombinanti
hiicreler ve GST rekombinanti E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinin biiyiime grafigi
hazirlanmistir. Bu amagla, hiicreler 80 pg/mL ampisilin + 50 pg/mL streptomisin
iceren AMM besiyerinde biyiitiilerek, 10 saat boyunca her saat basinda
spektrofotometrede OD600 Olgiimleri alinarak biiytimeleri gézlemlenmistir (Sekil 4.8
- Sekil 4.9). Elde edilen sonuglar PRAN9 genini igeren GST rekombinanti (PhAN9)
hiicrelerin 3. saatten sonra logaritmik fazda oldugu, 7. saat sonrasinda duragan faza

gecmeye basladigini gostermektedir.

2,5

0D600 Degerleri
=

0,5
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zaman (saat)
pCDM4

Sekil 4.8: C3G rekombinanti E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinin biiyiime Egrisi.
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Sekil 4.9: GST rekombinanti (PhAN9) E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinin bityliime Egrisi.

45 Siyanidin 3-O-Glukozit (C3G) Uretimi icin Kiiltiir
Sartlariin Optimize Edilmesi

4.5.1. Havalandirma Oraninin C3G Uretimine Etkisi

Havalandirma oraninin C3G iiretimi {izerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in, C3G
rekombinanti ve GST rekombinanti (PhAN9) hiicreler farkli havalandirma oranlarinda
AMM besiyerinde kiiltiire alinmistir. Bu amagla, 5 mL’lik 48 kuyucuklu plakalar
igerisine, flask:kiiltiir hacim oran1 100:20, 100:30, 100:40, 100:50 olmasi i¢in sirasiyla
I mL, 1,5 mL, 2 mL veya 2.5 mL olacak sekilde AMM besiyeri eklenmistir. %2.5
oraninda hiicre inokiilasyonunun ardindan, hiicreler 3.5 saat biiyiitiildiikten sonra,
substrat olarak 1 g/L katekin eklenmis ve 0.05 mM IPTG ile uyarimi yapilarak 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan, hiicreler ¢oktiiriilerek iist stv1 toplanmis ve
esit hacimde MeOH:HCI (100:1) ile karistirllarak, C3G konsantrasyonlar1t HPLC
analizi ile tayin edilmistir (Sekil 4.10). En yiliksek C3G iiretimi hem C3G rekombinanti
hiicreler hem de GST rekombinanti hiicreler flask:kiiltiir hacim oran1 100:20 yani
havalandirma orani %80 oldugunda elde edilmistir. Belirtilen havalandirma oraninda,
C3G rekombinant1 hiicrelerde 11.32 mg/L C3G ve GST rekombinanti hiicrelerde
43.41 mg/L C3G elde edilmistir. En diisik C3G orani ise (C3G rekombinanti
hiicrelerde 5.07 mg/L ve GST rekombinanti hiicrelerde 16.1 mg/L) flask:kiiltiir hacim
orani 100:50 yani havalandirma oran1 %50 oldugunda elde edilmistir (Sekil 4.10).
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Elde edilen sonuglara gore, en iyi C3G firetimi ile sonuglanan 100:20 flask:kiiltiir

hacim orani1 yani %80 havalandirma ile optimizasyon denemelerine devam edilmistir.

P A
o un O

H Control PhAN9

w w
o wun

C3G iiretimi (mg/L)
N
93]
|_|
—

=N
(O -]
—

=
o

;j mE El =

100: 20 100:30 100:40 100:50

Flask:kdilttir hacim orani

Sekil 4.10: C3G rekombinant1 hiicreler ve GST rekombinanti (PhAN9) hiicrelerde
havalandirma oraninin C3G iretimine etkisi.

4.5.2. C3G Uretiminin Arttirlmasinda Kiiltiirlerin Inokiilasyon
Oraninin Etkisi

C3G rekombinanti hiicreler ve GST rekombinanti (PhAN9) hiicrelerde, C3G
tiretiminin optimizasyonu i¢in bakteri kiiltiirlerinin inokulum miktar (asilama
oranlarinin) etkisi incelenmistir. Bu amacla, 80 pg/mL ampisilin + 50 pg/mL
streptomisin iceren AMM besiyerine hiicreler % 0.5, % 1, %2.5, % 5 veya % 7.5
oraninda inokiile edilmistir. Hiicreler 3.5 saat biiyiitiildiikten sonra, substrat olarak 1
g/L katekin eklenmis ve 0.05 mM IPTG ile uyarimi yapilarak 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan, hiicreler ¢oktiiriilerek iist sivi toplanmis ve esit hacimde
MeOH:HCI (100:1) ile kanstirilarak, C3G konsantrasyonlart HPLC analizi ile tayin
edilmistir (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12).

Sekil 4.10°da gosterildigi gibi, en yiiksek C3G iiretimi GST rekombinanti (PhAN9)
hiicrelerde %1 inokulum oraninda (52.03 mg/L) elde edilirken, ikinci en yiiksek C3G
tiretimi %2.5 inokulum (43.41 mg/L) orani ile saglanmistir. En diisiik C3G tiretimi ise

%?7.5 inokulum ile baslatilan kiiltiirde gergeklesmistir.
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Sekil 4.11: GST rekombinanti (PhAN9) hiicrelerde farkli inokulum oranlarinin C3G
iretimine etkisi.

Sekil 4.12°de ise C3G iiretiminin, C3G rekombinanti hiicreler ile karsilastirilmasina
ait veriler sunulmustur. C3G rekombinanti hiicrelerde, artan inokulum degerlerinde
(%1 veya %2.5) C3G diretiminin gorece arttigt ancak daha yiiksek inokulum
denemelerinde bu oranin azaldig belirlenmistir. C3G rekombinanti hiicreler ve GST
rekombinanti (PhAN9) hiicreler karsilastirildiginda, C3G rekombinanti hiicrelere
kiyasla GST genini igeren GST rekombinanti (PhAN9) hiicrelerde C3G tiretiminin %1
inokulum igin 4.45 kat arttig1, %2.5 inokulumda ise 3.83 kat arttig1 belirlenmistir. C3G
rekombinanti hiicrelerde %1 inokulumda 11.68 mg/L C3G iiretimi saglanirken, GST
igeren hiicrelerde 52.03 mg/L C3G iiretimi elde edilmistir. Inokiilasyon demelerinde
en diisik C3G tiretimi ise %7.5 inokulumda C3G rekombinanti hiicreler ve deney

grubunda sirasiyla; 0.61 mg/L, 3.41 mg/L olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.12: C3G rekombinanti hiicreler ve GST rekombinanti (PhAN9) hiicrelerde
farkli inokulum oranlarinin C3G iiretimine etkisi.

4.5.3. Farklh IPTG Uyarim Zamanlarinin (post-indiiksiyon) C3G
Uretimine Etkisi

C3G iretiminin optimizasyonunda, IPTG uyarim saatini belirlemek i¢in yapilan
calismada biliylime egrisi grafigi (Sekil 4.9) g6z oniinde bulundurularak, hiicreler
AMM besiyerine %2.5 inokulum oraninda ekilip biiyiitiildiikten sonra 3.5 4.5 ve 5.5
saat sonra IPTG ile uyarilmiglardir. IPTG uyarimi i¢in 0.05 mM ve 0.1 mM olmak
tizere 2 farkli konsantrasyon kullanilmistir. Uyarimin ardindan hiicreler, 24 saat
inkiibe edilip sonrasinda ¢oktiiriilerek iist sivi toplanmis ve esit hacimde MeOH:HCI
(100:1) ile karistirilarak, C3G konsantrasyonlart HPLC analizi ile tayin edilmistir
(Sekil 4.13 ve 4.14).

Sekil 4.13’te gosterildigi iizere, en yiiksek C3G tiretimi GST rekombinant1 (PhAN9)
hiicrelerde 3.5 saatte 0.05 mM IPTG uyarimi yapilan kiiltlirlerde 72.06 mg/L olarak
belirlenmistir. 4.5 saat ve 5.5 saatteki iiretim sirasiyla, 36.92 mg/L ve 5.79 mg/L
olarak belirlenmistir. C3G rekombinanti hiicrelerde elde edilen en yiiksek C3G tiretimi
3.5 saatte uyarillan hiicrelerde 13.6 mg/L olarak belirlenmigtir. GST
rekombinanti(PhAN9) bu hiicrelerde C3G rekombinanti hiicrelere gérece neredeyse 5

katlik bir artis belirlenmistir.
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Sekil 4.13: Farkli IPTG (0.05 mM) uyarim saatlerinin (3.5h, 4.5h, 5.5h) C3G iiretimi
tizerindeki etkisi.

IPTG uyarim zamanlar1 0.1 mM IPTG orani ile gergeklestirildiginde benzer sekilde en
yiiksek C3G firetim orani (45.84 mg/L) 3.5 saat sonra uyarilan GST rekombinanti
(PhANDY) hiicrelerde gergeklesmistir (Sekil 4.14). Daha ileri uyarim zamanlarinda ise
C3G iiretimini keskin bir sekilde diisiis gostermistir (4.5h uyarimda 20.93 mg/L ve
5.5.h uyarimda 5.75 mg/L C3G elde edilmistir).

u o N
o O o o

M Control = PhAN9

o

C3G iiretimi (mg/L)
s &

=N
o O

o

3.5h 4.5h 5.5h

Uyarim zamani (saat)

Sekil 4.14: Farkli1 IPTG (0.1 mM) uyarim saatlerinin (3.5h, 4.5h, 5.5h) C3G {iretimi
tizerindeki etkisi.
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Elde edilen sonuglara gore, en iyi C3G {iretimi ile sonuglanan IPTG uyarim zamant

3.5h ile optimizasyon denemelerinin devam edilmesine karar verilmistir.

4.5.4. Farkh IPTG konsantrasyonlarmin C3G iiretimine etkisi

Bulgular 4.5.2.’de gosterildigi tizere, %1 ve %2.5 inokulum oranlarinda daha yiiksek
C3G iiretimi elde edildigi icin, farkli IPTG konsantrasyonlarinin C3G iiretimindeki
etkisi hem %31 inokulum hem de %2.5 inokulum oraninda denenmistir. Bu amacla,
farkli oranlarda inokiile edilen hiicreler %2 glukoz igeren AMM besiyerinde kiiltiire
aliarak 3.5h sonra farkli IPTG konsantrasyonlarinda (0.05 mM, 0.1 mM, 0.5 mM ve
1 mM) uyarimlar1 yapilmistir. Inkiibasyon periyodunun (24 saat) ardindan kiiltiir

ornekleri toplanip HPLC analizi yapilarak C3G konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

Sekil 4.15 %1 inokulum oraninda C3G rekombinanti hiicreler ve GST rekombinanti
hiicreleri (PhAN9) hiicrelerin farkli IPTG konsantrasyonlart ile uyarimlari sonucunda
elde edilen C3G iiretim oranlarin1 gostermektedir. Elde edilen veriler, en yliksek C3G
tiretiminin 0.05 mM IPTG ile uyarim sonucunda GST rekombinant hiicrelerinde (50.6
mg/L) ve C3G rekombinanti hiicrelerde ise (10.08 mg/L) oldugunu gostermistir. Artan
IPTG konsantrasyonlar1 daha diigsik C3G iretimi ile sonu¢lanmistir. C3G
rekombinant1 hiicreler ile Kkarsilastirildiginda GST rekombinanti hiicreler bu
optimizasyon kosullarinda neredeyse 5 kata kadar C3G tiretiminde artigsa neden oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.15: %1 inokulum miktar ve farkli IPTG oranlarinin C3G tiretimine etkisi.
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Sekil 4.16 ise %2.5 inokulum oraninda C3G rekombinanti hiicreler ve GST
rekombinanti (PhAN9) hiicrelerin farkli IPTG konsantrasyonlar1 ile uyarimlari
sonucunda elde edilen C3G iiretim oranlarim1 gostermektedir. Elde edilen veriler, en
yluksek C3G iiretiminin benzer sekilde 0.05 mM IPTG ile uyarim yapilan GST
rekombinanti hiicreleri (PhAN9) hiicrelerde oldugu belirlenmistir. GST rekombinanti
hiicreleri (PhAN9) hiicreler 72.06 mg/L C3G iiretirken benzer kosullarda biiyiitiilen
C3G rekombinant: hiicreler 13.66 mg/L C3G iiretmistir. Bu da C3G rekombinanti
hiicrelere gorece yaklasik olarak 5.27 kat artisa denk gelmektedir.
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0.05 mM IPTG 0.1 mM IPTG 0.5 mM IPTG 1 mM IPTG
IPTG konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.16: %2.5 inokulum miktar ve farkli IPTG oranlarinin C3G iiretimine etkisi.

4.5.5. Farkl Glukoz ve IPTG Konsantrasyonlari ile Farkli Ornek
Toplama Zamanlarinin C3G Uretimine Etkisi
Bu agamaya kadar yapilan optimizasyonlar sonucunda en yiiksek C3G iiretimi GST

rekombinanti hiicreler %2.5 inokulum oraninda asilandiginda elde edilmistir.

Farkl1 inkiibasyon siirelerindeki C3G {iretim oraninin belirlenebilmesi i¢in, kiiltiirler
%2.5 inokulum oraninda, %2 veya %4 glukoz iceren AMM besiyerine asilanarak
farkli IPTG konsantrasyonlarinda uyarimlar1 yapilarak inkiibe edilmisler ve
inkiibasyonun 18., 21. ve 24. saatlerinde kiiltiir 6rnekleri toplanmistir. HPLC analizleri
sonucunda elde edilen C3G oranlar1 %2 glukoz igeren AMM besiyeri igin Sekil
4.17°da ve %4 glukoz igeren AMM besiyeri i¢in Sekil 4.18’de sunulmustur.
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Sekil 4.17°de sunuldugu sekilde, %2 glukoz iceren AMM besiyerinde biiyiitiilen
kiiltiirlerde en yliksek C3G iiretimi 0.05 mM IPTG ile uyarilan GST rekombinanti
hiicrelerde elde edilmis ve 18., 21. ve 24. saatlerdeki iiretim sirasiyla; 56.28 mg/L,
63.29 mg/L ve 72.06 mg/L olarak belirlenmistir. Artan inkiibasyon periyotlarinin C3G
tiretiminde kademeli artisa neden oldugu belirlenmistir. C3G rekombinant1 hiicrelerin
ise maksimum C3G iiretim oran1 17,79 mg/L olarak, 0.1 mM IPTG ile uyarimda 24

saat inkiibasyonun ardindan elde edilmistir.
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0.05 mM IPTG 0.1 mM IPTG 0.5 mM IPTG 1 mM IPTG

Sekil 4.17: %2 glukoz igeren AMM besiyerinde farkli IPTG oranlar ve kiiltiir periyodu
stirelerinin C3G {iretimine etkisi.

Artan glukoz konsantrasyonun (%4) etkisinin C3G iiretimindeki etkisini belirlemek
icin yapilan denemelerde, en yiiksek C3G {iiretimi GST rekombinanti (PhANO9)
hiicrelerde 1 mM IPTG ile uyarimi sonucunda 41.83 mg/L olarak belirlenmistir (Sekil
4.18). %4 glukoz igeren AMM besiyerinde biiyiitiilen hiicrelerin 6te yandan farkli
IPTG konsantrasyonlarinda uyarildiklarinda C3G {iretimlerinde benzer sonuglar elde
edilmistir. Diger bir deyisle, farkli IPTG konsantrasyonlarinin C3G iiretim belirgin bir
etkisinin olmadig1 gozlenmistir. C3G rekombinanti hiicrelerin ise maksimum C3G
iretim oram1 14.8 mg/L olarak, 0.1 mM IPTG ile uyarimda 24 saat inkiibasyonun

ardindan elde edilmistir.
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Sekil 4.18: %4 glukoz igeren AMM besiyerinde farkli IPTG oranlari ve kiiltiir periyodu
stirelerinin C3@ {iretimine etkisi.

%2 glukoz ve %4 glukoz iceren AMM besiyerinde biiyiitiilen GST rekombinanti
hiicrelerde C3G iiretimi karsilagtirildiginda en yiiksek C3G veriminin %2 glukoz
iceren besiyerinde biiylitiilen ve 0.05 mM IPTG ile uyarilip 24 saat inkiibe edilen GST
rekombinanti hiicrelerde elde edildigi belirlenmistir (72,0g mg/L).

4.5.6. Farkh nitrojen kaynaklarmin C3G iiretimine etkisi

Farkl1 nitrojen kaynaklarinin C3G iiretimi iizerine etkisinin arastirildig1 ¢alismada,
kasaminoasit (CA) kullanilan ortamda maksimum C3G {iretimi (24,13 mg/L) elde
edilmistir. CA’y1 takiben, iki kat konsantrasyonda kasaminoasit i¢ceren ortam (2CA),
kasaminoasit ile pepton kombinasyonu (CA+Peptone) ve kasaminoasit ile maya
ekstresi kombinasyonu (CA+Y east Extract) sirasiyla daha diisiik C3G iiretim degerleri
gostermistir. Artig gosterilen veya farklilastirilan nitrojen kaynaklarinin C3G iiretimini
belirgin bir sekilde arttirmadigi; aksine iiretimde kademeli bir diisiise neden oldugu

gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.19: %2 Glikoz iceren AMM besiyerinde farkli Nitrojen kaynaklarinin C3G
tiretimine etkisi.

Bu calismada, %2 glikoz iceren AMM besiyerinde biiyiitiilen hiicrelerden elde edilen
C3G  (Siyanidin-3-glukozit)  ekstraktinin ~ UV-Vis  spektroskopik  analizi
gercgeklestirilmistir. Olgiimler sonucunda, maksimum absorbans (Amax) 520 nm olarak
tespit edilmistir. Bu deger, literatiirde C3G i¢in bildirilen karakteristik absorbans
degerleriyle uyum igerisindedir. Ayrica, HPLC analiz sonuglart da C3G'nin 520 nm’de
elisyon gosterdigini ortaya koymus ve UV-Vis verileriyle giiglii bir ortiisme
gostermistir.  Bu durum, elde edilen ekstraktin saf ve spesifik oldugunu

desteklemektedir.
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Sekil 4.20: %2 Glikoz iceren AMM besiyerinde biiylitiilen hiicrelerden elde edilen
C3G’nin UV-Vis 6l¢limii.
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Buna karsilik, farkli konsantrasyonlarda siikroz eklenerek gerceklestirilen deneylerde
anlamli diizeyde antosiyanin {iretimi gozlemlenememistir. Siikroz varliginda
antosiyanin sentezinin yetersiz kalmasi, karbon kaynaginin tiirline bagli olarak
sekonder metabolit iiretiminde farkli metabolik regiilasyon mekanizmalarinin etkili
olabilecegini diislindlirmektedir. Bu sonug, glikozun antosiyanin biyosentezi
tizerindeki pozitif etkisinin, siikroz tarafindan saglanamadigini ve karbon kaynagi
seciminin metabolit liretiminde kritik bir parametre oldugunu ortaya koymaktadir. Tez
kapsaminda, AMM besiyerinde uyarimi yapilip biiyiitiilen hiicreler tarafindan tiretilen

kirmizi renkli antosiyanin Sekil 4.21°de gosterilmistir.

éﬁ’f"'t“
i

vj t’

Sekil 4.21: C3G rekombinant1 hiicrelerden (sol) ve GST rekombinanti hiicrelerden
(sag) elde edilen kirmiz1 renkli Siyanidin 3-O-Glukozit 6rnekleri.
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5. TARTISMA

Giliniimiizde, rekombinant bakterilerden elde edilen antosiyaninlerin maliyeti hala
bitkisel ekstraksiyonla elde edilenlere kiyasla oldukga yiiksektir ve bunun en énemli
nedenlerinden biri, goreceli olarak diisiik verimdir. Bu diisiik verim, mikrobiyal
konakgilara dahil edilen biyosentetik yolaklarin diisiik etkinlikleri ve zayif iiretim
kapasiteleri ile iliskilendirilmektedir [118]. Bu nedenle, antosiyaninlerin mikrobiyal
iiretiminde, biyosentetik yollarin potansiyelini en {ist diizeye ¢ikarirken ayn1 zamanda
antosiyanin yiiksek oranda iiretiminin mikrobiyal konak¢i iizerindeki olumsuz
etkilerini bir dizi diizenleme ve optimizasyon araciliiyla en aza indirmek olacaktir
[118]. Son yillarda, genom dizileme ve DNA sentez teknolojilerinin hizla gelismesi
sayesinde, yeni enzimler ve biyosentetik yollar kesfedilmis; mevcut bilgiler 1s1g1nda
anahtar enzimlerin yeniden tasarlanmasi ile mikroorganizmalarda yaygin
antosiyaninlerin iiretimini saglayacak yeni biyosentetik yollarin insas1 miimkiin hale

gelmistir [118,123-125].

Antosiyaninler, bitkilerde pigmentasyonun yam sira ¢esitli fizyolojik ve ekolojik
rollere sahip olan flavonoid ailesine ait polifenolik bilesiklerdir. Dogada dogal olarak
bulunan bu pigmentler, gesitli ¢igeklerde, sebzelerde, meyvelerde ve tahil tanelerinde
yaygin sekilde bulunur [126,127]. Antosiyaninler, ¢evresel pH seviyesine bagli olarak
siyah, mavi, mor veya kirmizi renkte goriinebilir [128,129]. Ayrica antosiyaninler
giiclii antioksidan [130], antikanser [131] ve antidiyabetik [132] 6zellikleri ile saglik
acisindan olumlu etkilere sahiptirler. Bitkilere kirmizi, mor ve mavi tonlar1 veren bu
pigmentler, 6zellikle ¢icekler, meyveler ve yapraklarda yogun olarak bulunur ve

bitkilerin ¢evresel streslere karsi adaptasyonunda da dnemli bir koruma saglar.

Son yillarda bitkilerden elde edilen antosiyaninler gibi dogal pigmentlerin, gida katki
maddesi olarak kullanilabilme potansiyelinin incelenmesi en ¢ok ¢alisilan konulardan
biri haline gelmistir. Giinlimiizde yaygin bir sekilde kullanilan sentetik gida boyalar1
ile yapilan ¢aligsmalar 6zellikle norolojik fonksiyonlar ve davranigsal etkiler agisindan
insan saglhigini olumsuz etkiledigini gostermektedir. Cesitli kuruluslarca onayl olarak
piyasada kullanilan Amaranth, Allura Red, Ponceau 4R gibi sentetik azo boyalarin
asir1 tiiketildiginde cocuklarda alerji, astim, tirtiker, anjioddem, hiperaktivite ve dikkat

eksikligi, migren, anksiyete, norolojik islevlerde bozulma, sitotoksik, kanserojen ve
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ksenosestrojenik etkiler, ayrica 16kotrien B4 sentezinde artis ve tedavi edilemeyen
genetik hastaliklara neden olabilecegi belirlenmistir [46—48]. Sentetik gida boyalari ile
ilgili bu endise verici sonuglar, tliketici talepleri dogrultusunda iireticileri gida
renklendiricisi olarak antosiyanin gibi dogal gida renklendiricilerinin kullanimina

yonlendirmektedir.

Antosiyaninin heterolog organizmalarda biyosentezi ile ilgili onlarca ¢alisma
yapilmasia karsin heniiz ticari diizeyde bir iiretim kapasitesine ulasilamamustir.
Antosiyaninlerin mikrobiyal konakg¢ilarda yiiksek oranda {iretiminin saglanmasi i¢in
farkli bitkisel kaynaklardan antosiyanin biyosentez genlerinin ekspresyonu, farkli
onciil molekiillerin kullanilmasi, polikiiltiir, UDP-glukoz biyosentez yollarinin
tyilestirilmesi ve enzim miihendisligi stratejilerinin uygulanmasi gibi stratejiler
gelistirilmistir [118,133]. Mayada heterolog antosiyanin sentezi ile ilgili yapilan son
caligmada [134], biyokimyasal ve yapisal analizler araciligiyla, daha 6nce yalnizca
antosiyanin tasinmasinda rol aldigi diisiiniilen antosiyaninle iliskili GST'lerin,
l6koantosiyanidin dioksigenaz enziminin iiriinii olan flavan-3,3,4-triol'lin siyanidine
doniistimiinde gerekli olan dehidrasyon reaksiyonunu katalize ettigi gosterilmistir
[134]. Yapilan g¢alisma sonucunda, GST rekombinanti maya hiicrelerinin C3G
rekombinanti hiicreler gore 36.5 kat daha fazla antosiyanin tirettigi belirlenmistir. Tez
caligmasi kapsaminda, E. coli’de daha 6nce tasarlanmis antosiyanin (C3G) ireticisi
rekombinant hiicrelere klonlanan PhAN9 (Petunia hybrida AN9) glutatyon S-
transferazinin (GST) kirmizi renkli siyanidin 3-O-glukozit (C3G) pigmentinin
biyosentezini arttirmasindaki etkisi incelenmistir. Bu amagla iiretimin arttirilmasi igin
besiyeri ve kiiltiir kosullar1 bazinda gesitli optimizasyonlar yapilmistir. Yapilan tim
denemelerde, GST rekombinanti hiicrelerin, C3G rekombinanti hiicrelere gorece daha

cok antosiyanin (C3G) pigmenti iiretmistir.

Tez calismas1 kapsaminda, farkli IPTG konsantrasyonlarinin C3G {iretimi lizerindeki
etkileri degerlendirilmis ve en yiiksek verimin 0.05 mM IPTG kullanimi (miktar
verelim mg/L) ile elde edildigi belirlenmistir. Daha yiiksek IPTG konsantrasyonlari
(0.1 mM, 0.5 mM ve 1 mM) (miktar verelim en diisiik kaca indi {iretim orani diye) ile
yapilan uygulamalarda ise iiretim miktarinda belirgin bir diislis gézlemlenmistir.
Escherichia coli, hem temel hem de uygulamali arastirmalarda en yaygin kullanilan
mikrobiyal konakgilardan biridir [135]. Tez kapsaminda kullanilan E. coli BL21(DE3)

susu, indiiklenebilir T7 RNA polimeraz temelli bir ekspresyon sistemine sahiptir. Bu
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sistem, protein iiretim diizeylerinin kolayca C3G rekombinant1 hiicreler edilmesini ve
diizenlenmesini saglar; bu sebeple bu sus laboratuvar ortaminda yaygin sekilde
kullanilir haline gelmistir [135-138]. Bu sus, pET veya tiirevi vektorler ile transforme
edilerek Ozellikle rekombinant protein ekspresyonu gibi sayisiz calismada tercih
edilmistir [121,139]. Son yillarda ise, metabolik miihendislik ve sentetik biyoloji gibi
gelisen alanlarda, farkli biyosentetik yolaklar araciligiyla sentezlenen cesitli
metabolitlerin heterolog ekspresyonu ig¢in hiicresel iiretim fabrikalar1 olarak

kullanilmaya baslanmigtir [121,140-143].

Mikrobiyal konakeilar heterolog ekspresyon i¢in bu sekilde manipiile edildiklerinde,
ornegin hiicrenin metabolik kapasitesinin yiiksek diizeyde protein {iiretimi igin
yonlendirilmesiyle konak organizmada “metabolik yiikk” veya “metabolik baski”
olusabilir [144]. Bu yiik, genellikle amino asitler, rRNA, ATP ve rediiksiyon giicii gibi
metabolik onctillerin agir1 tiiketimiyle, hiicre igin gerekli olmayan yabanci proteinlerin
sentezine harcanmasiyla iliskilendirilir [145]. Ayrica, heterolog genleri ve segici
direng belirteclerini tastyan plazmitlerin enerji gerektiren zorlu bakimi ve replikasyonu
da bu yiike katkida bulunabilir [146-148]. Ek olarak, yabanci proteinlerin hiicredeki
metabolik aglarla etkilesime girmesi, kiiltiir bilesenlerinin (6rnegin IPTG' nin kendisi
ve hiicre i¢ine alim1) neden oldugu uyumsuzluklar gibi farkli kosullar metabolik yiikle
iliskilendirilmektedir [149,150]. Yapilan ¢alismada IPTG oraninin yiikselmesine
esdeger olarak C3G iiretimindeki azalis bu nedenle yiiksek IPTG nin hiicresel stres ve
toksik etki olusturmasidan kaynakli olabilir [151]. Ote yandan, test edilen en diisiik
IPTG konsantrasyonunda en yiiksek C3G miktarinin elde edilmesi, ticari 6lgekte C3G
tiretim amact goz Oniinde bulunduruldugunda daha diisiilk maliyet gerektirmesi de

avantaj olarak goriilmektedir.

Tez kapsaminda, GST rekombinanti hiicrelerde, flask:kiiltiir hacim oranimnin
degistirilmesiyle farkli havalandirma kosullarinin C3G {iretimi {izerindeki etkisi
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, havalandirma orani arttik¢a C3G iiretiminde
(43.41mg/L) artis oldugunu ortaya koymaktadir. Cozlinmiis oksijenin antosiyanin
tiretimi iizerinde ¢ift yonlii bir etkisi vardir [118]. Bir yandan, oksijen ANS
(antosiyanidin sentaz) enziminin islevi i¢in Kritik 6neme sahiptir; 6te yandan ise,
oksijen antosiyaninleri okside edebilir[118]. ANS (antosiyanidin sentaz enzimi) 2-
oksoglutarat ve demir bagimli bir oksijenaz oldugu i¢in ortamdaki oksijen orani

antosiyanin liretimi agisindan 6nemli bir etmendir [152]. Bu nedenle, optimal oksijen
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kritik bir 6neme sahiptir. Mikrobiyal eriodiktiol doniisiimiine yonelik bir ¢aligmada,
¢ozlinmiis oksijen konsantrasyonunun artirilmasiyla katekin sentezinde iyilesme
saglandig1 ve bunun artan NADPH diizeyiyle iliskili olabilecegi belirtilmistir [102].
Ancak oksijenin antosiyanin Uretimi iizerindeki etkisiyle ilgili dogrudan bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Post-indiiksiyon zamaninin C3G tiretimi lizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla
gergeklestirilen ¢alismada, kiiltiir periyodunun farkli zamanlarinda IPTG uyarimi
(3.5h, 4.5h, 5.5h) gergeklestirilerek iiretim verimi {izerindeki sonuglari
karsilastirilmistir. Elde edilen bulgular, 3.5 saatlik post-indiiksiyon siiresinin, 4.5 ve
5.5 saatlik post-indiiksiyon siirelerine kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek C3G
tiretimi (72.06 mg/L) sagladigin1 ortaya koymustur. Bu durum, 3.5 saatlik siirede
hiicresel metabolizmanin hala aktif bir sentez kapasitesine sahip oldugunu (3.5 saat
0OD600: 0.6, 4.5 saat OD600:1, 5.5 saat OD600: 1.3) buna karsin daha uzun siirelere
ilerledik¢e metabolik yiikiin artmasi ve hiicresel stres faktorlerinin devreye girmesiyle

tiretim veriminin azaldigini gostermektedir [153].

Escherichia coli, farkli karbon ve azot kaynaklarini kullanarak biiyliyebilme
yetenegine sahip olsa da, bazi kaynaklara kars1 tercih gosterir. E. coli, glikozu diger
karbon kaynaklarima kiyasla oncelikli olarak tiiketir; bu durum, fosfoenolpiriivat-
fosfotransferaz sistemi (PTS sistemi) olarak bilinen bir seker tasima sistemiyle iligkili
olan karbon katabolit baskist (Carbon Catabolite Repression, CCR) araciligiyla
diizenlenir [154]. Gliserol ise PTS dis1 bir karbon kaynagidir ve genellikle yaygin

sekilde kullanilir; ¢iinkii biyodizel sentezi sirasinda yan iiriin olarak elde edilir [155].

Azot kaynaklarinda ise, E. coli, biiylimek i¢in ¢esitli azot bilesiklerini kullanabilse de,
oncelikli olarak inorganik amonyumu tercih eder [156]. Ayrica, karbon ve azot
kaynaklar1 arasinda, TCA dongiisiiniin dnemli ara iiriinlerinden biri olan a-ketoglutarat
araciligiyla bir baglanti kuruldugu bildirilmistir. Bu molekiil, amonyak ile glutamat

sentezi i¢in gereklidir [157,158].

Bu baglamda tez kapsaminda karbon kaynagi olarak oncelikle farkli glikoz oranlarinin
(%2 veya %4) antosiyanin TUretimi TUzerindeki etkisi arastirildiginda, GST
rekombinanti hiicrelerin %2 glikoz iceren AMM besiyerinde daha yiiksek oranda C3G
irettikleri belirlenmistir (72.06 mg/L). Ancak glikoz oranm1 %4’e ¢ikarildiginda tiretim

miktarinda belirgin bir azalma gozlemlenmistir (38.9 mg/L). Bu durum, yiiksek glikoz
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konsantrasyonlarinin E. coli hiicrelerinde karbon katabolit baskilamasi mekanizmasini
tetikledigini diisiindiirmektedir. Ozellikle yiiksek diizeyde glikoz varliginda, hiicresel
metabolizma sekonder metabolit iiretimi yerine hiicre biiylimesini desteklemeye
yonelmekte, boylece antosiyanin biyosentezi gibi enerji ve Onciil gerektiren siirecler
baskilanmaktadir [159]. Ayrica, fazla glikoz ortaminda glikoliz hizlanmakta ve asiri
ATP dretimi hiicresel dengenin bozulmasina yol acarak oksidatif stres
olusturabilmekte, bu da rekombinant proteinlerin ve dolayisiyla antosiyanin iiretiminin
azalmasina sebep olabilmektedir [160]. Gorece diisiik glikoz varliginda daha yiiksek

C3G verimi elde edilmesi ticari 6l¢ekte onemli bir avantaj saglamaktadir.

C3G iretimi icin yapilan c¢aligmalarda besiyerleri kasaminoasit gibi nitrojen
kaynaklarinca desteklenmistir [107]. Yan vd (2007) yilinda %0.4 glikoz igeren M9
besiyeri ile yapilan ¢alisgmada 70 mg/L C3G iiretimi saglamiglardir [101]. Cress vd
(2017) tarafindan yapilan ¢alismada %2 glikoz ve 2g/L. kasaminoasit igeren AMM
besiyerinde 51 mg/L P3G (Peonidin 3-O Glikozit) elde edilmistir [117]. Zha vd (2018)
ise Corynebacterium glutamicum da C3G tiretimi 20 g/L glikoz ve 2 g/L kasamino asit
ile zenginlestirilmis AMM besiyerini kullanmig ve optimize edilen kiiltiir kosullarinda
maksimum C3G verimi 41.7 mg/L'ye ulagsmistir [107]. Ayn1 ¢alismada kasaminoasit
miktar1 iki katina ¢ikarildiginda ise iiretim belirgin sekilde azalmistir [107]. Tez
caligmas1 kapsaminda yapilan calismada, kasaminoasitlerin optimum bir nitrojen
kaynag1 olarak C3G iiretimini desteklemesi, onlarin bakteriyel hiicreler tarafindan
kolayca kullanilabilir serbest amino asit formunda bulunmalarindan kaynaklanabilir.
Amino asitlerin dogrudan absorbe edilmesi, hiicresel metabolizmanin hizlanmasina ve
ikincil metabolitlerin (6rnegin C3G gibi antosiyanin tiirevlerinin) sentezine olumlu
katki saglamaktadir [161]. Ayrica, kasaminoasitlerin, karbon ve enerji
metabolizmasina dogrudan katilabilmesi, ikincil metabolit iiretimi i¢in prekiirsor

havuzunu zenginlestirmis olabilir [162].

Bununla birlikte, kasaminoasit oran1 iki katina ¢ikarildiginda (2CA ortami), ortamda
artan azot konsantrasyonu hiicrelerde biiyiimeye yonelik metabolik bir kaymaya sebep
olmus ve ikincil metabolit iiretimini baskilamis olabilir. Bu durum, "nitrojen
baskilamasi" (nitrojen represyonu) kavrami ile agiklanabilir [163]. Misirda yapilan bir
calismada, pepton ve maya ekstresi gibi karmasik nitrojen kaynaklarinin kullanildig:
ortamlarda ise, bu bilesiklerin sindirimi i¢in hiicrelerin daha fazla metabolik enerji

harcamasi gerekmis ve bu durum C3G iiretim verimliligini digiirmiis olabilecegi
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distiniilmektedir [164]. Yapilan ¢alisma C3G iretiminde kullanilan nitrojen
kaynaginin tipi ve miktarinin titizlikle optimize edilmesi gerektigini gostermekte; asiri
veya karmasik azot kaynaklarinin sekonder metabolit liretimi lizerinde baskilayici etki

olusturabilecegini vurgulamaktadir.

Tez kapsaminda tasarlanan organizmalarda elde edilen siyanidin 3-O-glukozit (C3G)
pigmentinin UV-Vis karakterizasyonu gerceklestirilmistir. UV-Vis ile elde edilen
spektrumda 520 nm'de keskin bir tepe gozlenmesi, C3G'nin ortamda baskin bir
pigment oldugunu gostermektedir. Absorbans degerinin 600 nm tizerindeki bolgelerde
oldukca diisiik olmasi, bozulma iiriinlerinin veya polimerlesmis formasyonlarin
minimal diizeyde oldugunu ortaya koymaktadir. Sonug olarak, UV-Vis spektroskopisi,
hizli, diisiik maliyetli ve giivenilir bir 6n tarama yontemi olarak C3G tayininde
kullanilabilirken, HPLC analizi bu bulgular1 destekleyerek ekstraktin yapisal

biitiinligiinii ve safligin1 dogrulamistir.

Son yillarda, flavonoidlerin dogal biyosentez yollart hakkinda bilgi birikiminin
artmas1 ve sentetik biyoloji ile metabolik miihendisligin hizla gelismesiyle, dogrudan
onciil maddelerden veya yenilenebilir karbon kaynaklarindan flavonoid iiretmek igin
cok sayida mikrobiyal hiicre fabrikasi kurulmustur [165,166].Ancak, bu kimyasallarin
ticari ve endiistriyel dlgekte tiretimi heniiz basarilamamistir; ¢linkii {iriin titre, verim
ve Uretkenligi hala diisiiktiir. Flavonoid iiretimini mikroorganizmalarda 6nemli 6l¢iide
artrmak i¢in bazi zorluklarin {stesinden gelinmesi gerekmektedir. Flavonoid
biyosentez yollarinda yer alan enzimler, O6zellikle sitokrom P450’ler ve
postmodifikasyon enzimleri, genellikle redoks partnerlerine bagimlidir, diisiik enzim
aktivitesi ve zayif secicilik gosterir [167,168].Bu durum, iiretim verimliligini ciddi
bicimde smirlar. Bu yilizden, bazi verimli bakteriyel non-P450 oksijenazlar ve
hidroksilazlarin esnekliginden faydalanarak bitki kaynakli P450 enzimlerinin yerini

almas1 umut verici bir alternatif olarak goriilmektedir [169].

E. coli’de eksprese edilen P450’lerin ¢cogu diisiik aktiviteye sahiptir ve metabolitleri
dogru tamiyamaz. Ciinkii antosiyanin iiretim zinciri P450 enzimleriyle
ilerleyemeyince, ara iiriinler birikir veya istenilen son iiriin (6rnegin siyanidin 3-O-
glukozid) iiretilemez. Flavonoid biyosentez yollari, uzun reaksiyon basamaklari ve
karmasik diizenleyici mekanizmalar igerir. Bu da iiretim verimini 6nemli 6l¢iide
siirlar. Bu engeli asmak icin bazi arastirmacilar, tiim biyosentez yolunu bagimsiz

konak suslara bolerek metabolik yiikii dagitan ko-kiiltiir veya polikiiltiir sistemleri
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olusturmay1 denemistir [170-172]. Ancak yaptigimiz tez ¢alismasinda biyosentez
basamag1 flavon-3-ol ile baglamasindan kaynakli P450 enzimlerinin iglevsizliginden
dolay1r bir tretim diisiikliigli olmamaktadir. Cilinkii P450 enzimleri antosiyanin

biyosentez yolaginin erken asamalarinda daha etkin rol oynarlar.

Bagka bir antosiyanin verimini etkileyen etmen, biyosentez yollarindaki onciil
maddelerin (6zellikle aromatik amino asitler ve malonil-CoA) yetersizligidir
[168,173]. Ancak bu Onciil maddeler, hiicre biiylimesini destekleyen temel metabolik
yollarin da ara friinleridir. Bu nedenle, karbon akisinin merkezi metabolizma ile
yabanci (heterolog) biyosentez yollar1 arasinda hassas bir sekilde dengelenmesi
gerekir. Son zamanlarda, hiicre biiylimesi ile {iriin sentezini dengelemek i¢in karbon
akisin1 ince ayarla diizenleyen dinamik diizenleyici elemanlarin olusturulmasi,
mikrobiyal sentez verimliligini artirmada giiclii bir ara¢ olarak ©ne c¢ikmistir

[166,174].

Antosiyaninler, fenilpropanoid yolu ve flavonoid yolu araciligiyla sitozolde
sentezlenir. Antosiyanin biyosentezinde yer alan enzimlerin endoplazmik retikulumun
sitoplazmik yiizeyine yerlestigi one stiriilmistiir [38]. Ancak, antosiyaninlerin parlak
renklerini sergileyebilmesi igin asidik vakuollere depo edilmesi gerekir. Antosiyanin
biyosentezi hakkinda ¢ok sey bilinse de vakuollere tasinmalariyla ilgili adimlar
yeterince anlagilmamistir. Su ana kadar, genetik ve biyokimyasal kanitlar,
antosiyaninlerin taginmasinda hem multidrug ve toksik bilesik disar1 atim1 (MATE)
hem de ATP baglayici kaset (ABC) tasiyicilarinin yer aldigin1 desteklemektedir
[34,35,69]. MATE ve ABC tastyicilarina ek olarak, glutatyon S-transferaz (GST)
enzimlerinin de antosiyanin tasima mekanizmalarinda yer aldigi bildirilmistir [67].
Bitkisel sistemlerde GST (Glutayon S-Transferaz) ailesinin iiyeleri, yalnizca
detoksifikasyon siireglerinde degil, ayn1 zamanda sinyal iletimi, oksidatif stres yanit1
ve antosiyanin stabilizasyonu gibi bir¢ok kritik biyolojik siirecte de aktif rol
oynamaktadir. Bu enzimler, hiicre i¢i homeostazin siirdiiriilmesi i¢in reaktif oksijen
tiirleri (ROS) seviyelerinin kontroliinde 6nemli gorevler tstlenir [175]. PhAN9 geni,
Petunia hybrida tiiriinde antosiyanin tasinmasinda kritik rol oynayan bir glutatyon S-
transferaz (GST) ailesi iiyesidir. GST proteinleri, antosiyanin molekiilleri ile kompleks
olusturarak onlarin vakuole giivenli bir sekilde aktarilmasina aracilik eder. Filogenetik

analiz sonuglarina gore, PhAN9 geni, diger bitkisel Glutatyon S-Transferaz (GST)
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genleriyle yiiksek derecede iliskili bir grupta konumlanmistir. Ozellikle IbGSTF4,
DcGSTF2 ve GtGST genleriyle yakin bir filogenetik iligki sergilemektedir.

Ozellikle IDGSTF4 geni gibi spesifik GST iiyeleri, bitkilerde fenilpropanoid yolaklari
ve flavonoid biyosenteziyle dogrudan iliskilidir. IbGSTF4'iin antosiyanin tasiyici
proteini olarak islev gordiigli ve bu pigmentlerin vakuollere taginmasinda kilit rol
oynadig1 gosterilmistir [37]. Bu tasinma siireci, antosiyanin stabilitesinin saglanmasi
acisindan kritik Oneme sahiptir, zira sitozolik ortamda serbest antosiyaninlerin
kararsizligi, oksidatif degradasyon riskini artirmaktadir [67]. Ote yandan GST'lerin
oksidatif stres yaniti {lizerindeki etkileri, ¢esitli c¢alismalarda detayli sekilde ele
almmistir.  Ornegin, Arabidopsis thaliana'da yapilan c¢alismalar, bazi GST
izoformlarinin H202 gibi ROS'lar1 dogrudan temizleyerek stres toleransini artirdigini
ortaya koymustur [176]. Bu baglamda, GST'lerin yalnizca metabolit tagiyicilart degil,

ayn1 zamanda hiicresel redoks dengesinin koruyucular1 oldugu anlasilmaktadir.

Yine, GST’lerin sinyal iletimi iizerindeki etkileri de goz ardi edilemez. Bazi GST
proteinleri, MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) sinyal yolaklar1 ile
etkileserek, hiicresel yanit mekanizmalarinin diizenlenmesinde gérev almaktadir [71].
Bu durum, bitkilerin ¢evresel stres kosullarina adaptasyonunda GST'lerin ¢ok yonlii
roller uistlendigini desteklemektedir. Gelecekte yapilacak olan daha ileri fonksiyonel
karakterizasyon g¢alismalari, PNAN9'un biyolojik islevlerinin detaylandirilmasina ve

ilgili metabolik aglarin ¢dziilmesi agisindan dnemlidir.

Petunia hybridada bulunan PhAN9 glutatyon S-transferazi, bu baglamda, bir tasiyici
gorevi listlenmektedir. Ozellikle, PhAN9un yoklugunda ya da islev kayb
mutasyonlarinda, Petunia hybrida bitkisinde antosiyanin birikiminin dramatik sekilde
azaldig1 ve cigeklerin soluk renklere sahip oldugu gosterilmistir [39,177]. Bu durum,

PhANO9'un antosiyanin taginmasinda etkili bir arac1 oldugunu kanitlamaktadir.

Mikrobiyal konakgilarda antosiyanin iiretimindeki en yeni stratejilerden birisi de GST
genlerinin kullanilmasi olmustur (Maya 2023 makalesini ekle). Tartisma kisminin ilk
kisminda da belirtildigi iizere, GST genlerinin antosiyanin biyosentetik yolaginda
farkl bir katalitik islevi oldugu kanitlanmigtir Tez ¢aligmasi kapsaminda, E.coli’ de
antosiyanin iiretimi iizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in; antosiyanin taginmasi ve

birikmesinde 6nemli rolleri oldugu bilinen glutatyon transferaz geni PhAN9 alinip E.
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coli’de daha once tasarlanmig olan antosiyanin rekombinanti E. coli BL21 (DE3)

hiicrelere klonlanmustir.

Yapilan optimizasyonlar sonrasinda, E. coli’"de PhAN9 genini tasiyan GST
rekombinant1 hiicrelerde C3G rekombinant1 hiicrelere gérece antosiyanin iiretiminde
tam 5 kat artis gézlemlenmistir. Gorece diisiik glikoz varliginda ve diisik IPTG
konsantrasyonunda daha yiiksek C3G verimi elde edilmesi ticari 6lgekte dnemli bir
avantaj saglamaktadir ve ayn1 zamanda C3G iiretiminde kullanilan nitrojen kaynaginin
tipi ve miktarinin titizlikle optimize edilmesi gerektigini gostermekte; asir1 veya
karmasik azot kaynaklarinin sekonder metabolit iiretimi lizerinde baskilayici etki
olusturabilecegini vurgulamaktadir. E. coli’ de yapilan c¢alismanin daha Once
uygulanmamis olmasi bu ¢alismanin 6zgiinliik degerini arttirmaktadir. Sonug olarak,
antosiyanin biyosentez yolaginin daha iyi aydinlatilmasi, yapilan yeni ¢alismalarla
bilinen genlerin daha 6nceden tanimlanan islevlerine yeni Katalitik rollerin eklenmesi
ile elde edilen bilginin genetik ve metabolizma miihendisligi alanindaki yeni
teknolojilerle birlestirildiginde flavonoidler gibi dnemli bitki metabolitlerinin daha
verimli ve ekonomik {iretimi i¢in yeni ve heyecan verici firsatlarin dogmasi

beklenmektedir.
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