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OZET

Cicekli bitkilerde var olan ve bu bitkilerin meyve, yaprak ve ¢iceklerine kirmizi, mor
ve mavi renk veren; suda ¢oziinebilen bir pigment olan antosiyaninler hem bu genis
renk paletine sahip olmalari hem de insan sagligi tizerindeki olumlu o6zellikleri
nedeniyle dogal gida boyasi olarak kullanilabilirler.

Antosiyaninlerin su anda biiyiik capl iiretimi siirdiiriilebilirlik ve tedarik sorunlarina
ragmen dogrudan ham bitki materyallerinden ekstraksiyon yoluyla yapilmaktadir.
Ancak, bu yontemle ekstraksiyon sirasinda kullanilan yiiksek sicaklik, basing ve pH
gibi degisen parametreler, antosiyaninlerin bozunmasina neden olur. Ayrica, ticari
seviyede antosiyanin iiretimi i¢in genis tarim arazilerine gereksinim duyulur ve bu
kosullarda da elde edilen {iriiniin kalitesi mevsime, bolgeye, bitkinin tiirline, hasat
zamanina ve yetistirme kosullarina gore degiskenlik gosterebilir. Antosiyanin eldesini
ticari olarak anlamli hale getirebilmek ic¢in bitki hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri ile
caligmalar yapilmistir. Yiiksek iiretim maliyetleri ve bitkilerde genetigi degistirilmis
hiicre hatlar1 kullanilmasinin gerektirdigi biyogiivenlik diizenlemeleri antosiyaninlerin
bitki siispansiyon kiiltiirlerinde iiretimini dezavantajli hale getirmektedir.
Antosiyaninlerin kimyasal sentezi iizerine caligmalar yapilmis olmakla birlikte
bildirilen yontemler sinirli ve karmagiktir.

Bu nedenle, mikrobiyal yollarla {iretim endiistriyel acidan énemli bir alternatif yol
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, antosiyanin biyosentez
yolagindaki enzimler Escherichia coli veya Saccharomyces cerevisiae gibi prokaryot
ve Okaryot organizmalara aktarilip antosiyanin heterolog antosiyanin sentezi
gerceklestirilse de ticari olarak istenilen iiretim seviyelerine ulasilamamistir.
Bitkilerde, antosiyaninle iligkili glutatyon transferazlari kodlayan genlerin (arGSTler)
downregiilasyonu veya islev kaybina yol acan mutasyonlarin, bitkilerde antosiyanin
birikiminde 6nemli diisiise neden oldugu belirlenmistir. arGSTlerin bu potansiyel
ozelliklerinden yola ¢ikilarak mayada 2023 yilinda yapilan bir ¢aligmada antosiyanin
biyosentezi igin tasarlanan S. cerevisiae hiicrelerine farkli arGST kodlayici genlerin
eklenmesi, siyanidin 3-O-glukozit (kirmizi-turuncu renkli antosiyanin) verimini biiyiik
oranda arttirmistir.

Tez kapsaminda yapilan calismada, E. coli hiicrelerinde heterolog antosiyanin
tiretimindeki etkisinin belirlenmesi igin, GtGST (Gentiana triflora x Gentiana scabra
GST) glutatyon transferaz geni, C3G rekombinanti hiicrelere klonlanmistir. C3G
rekombinanti ve GST rekombinanti hiicrelerdeki C3G iiretiminin arttirilmasi igin
farkli inokiilasyon oranlari, IPTG uyarim zamanlari, IPTG konsantrasyonlari, karbon
kaynagi, nitrojen kaynagi ve Ornek toplama zamanlari test edilerek optimizasyon
caligmalar1 yapilmistir. C3G varliginin dogrulanmasi ve miktar tayini i¢in HPLC
analizi yapilmistir. Bu optimizasyonlar sonucunda, GST rekombinantlarinda 70 mg/L
siyanidin 3-O-glukozit elde edilerek, antosiyanin iiretimi GST geni igermeyen C3G
rekombinanti hiicrelerin 5 katina ¢ikmistir.

E. coli’de heterolog antosiyanin biyosentezine GST genlerinin klonlanmas: stratejisi,
endiistriyel anlamda antosiyanin {iretici soylarin gelistirilmesi ve bu pigmentlerin gida
ve nutrasotik sektorlerde stirdiiriilebilir iiretimi i¢in umut vaat etmektedir. Bu tez
calismast 1247462 numarali TUBITAK arastirma projesi kapsaminda
gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antosiyanin, E. coli, Glutatyon Transferaz

Vi



ABSTRACT

Anthocyanins are water soluble pigments found in flowering plants and give red,
purple, and blue colors. They are preferred as natural food colorants due to their wide
color spectrum and their positive properties on human health. Their large-scale
production is carried out directly from raw plant materials by extraction, despite
sustainability and supply problems. Varying parameters such as high temperature,
pressure and pH used during extraction of anthocyanins from raw plant materials can
lead to the degradation of anthocyanins. Additionally, large scale anthocyanin
production requires large agricultural lands, and the quality of the product may vary
depending on the season, region, plant species, harvest time and cultivation conditions.
Studies have been conducted on plant cell suspension cultures to make anthocyanin
production commercially viable. High production costs and biosafety regulations
required using genetically modified cell lines in plants make the production of
anthocyanins in plant suspension cultures disadvantageous. Although studies have
been conducted on the chemical synthesis of anthocyanins, the reported methods are
limited and complex. So, microbial production is an important alternative for industrial
use. In several studies, enzymes in the anthocyanin biosynthesis pathway were
transferred to prokaryotic and eukaryotic organisms such as Escherichia coli or
Saccharomyces cerevisiae enabling heterologous anthocyanin synthesis. But
commercially desired production levels still could not be achieved. In plants, it has
been determined that downregulation or loss-of-function mutations in genes encoding
anthocyanin-related glutathione transferases (arGSTs) cause a significant decrease in
anthocyanin accumulation. Based on the potential of arGSTs, a 2023 study introduced
various arGST-encoding genes into engineered S. cerevisiae cells designed for
anthocyanin biosynthesis, which led to a substantial increase in the yield of cyanidin
3-O-glucoside (a red-orange anthocyanin). In the thesis study, the glutathione
transferase gene GtGST (from Gentiana triflora x Gentiana scabra) was cloned into
C3G recombinant Escherichia coli cells to determine its effect on heterologous
anthocyanin production. Optimization studies were carried out to increase C3G
production in both C3G and GST recombinant cells by testing different inoculation
ratios, IPTG induction times, IPTG concentrations, carbon and nitrogen sources, and
sampling times. HPLC analysis was performed to confirm the presence and quantify
the amount of C3G. As a result of these optimizations, 70 mg/L of cyanidin 3-O-
glucoside was obtained in GST recombinants, representing a fivefold increase
compared to C3G recombinants lacking the GST gene. The strategy of cloning GST
genes for heterologous anthocyanin biosynthesis in E. coli holds promise for the
development of industrial anthocyanin-producing strains and for the sustainable
production of these pigments in the food and nutraceutical sectors. This thesis was
carried out within the scope of the TUBITAK research project number 1247462.

Keywords: Anthocyanin, E. coli, Glutathione Transferase
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1. GIRIS

Canlilarin hiicrelerinde madde ve enerji degisimiyle elde ettikleri metabolitler
yasamsal gereklilik a¢isindan ikiye ayrilir (Demain ve Fang, 2000). Bunlardan,
niikleik asit, protein, lipit ve karbonhidratlar “birincil metabolitler” olup, canlinin
varligint ve yasamini devam ettirmesi amaciyla iirettigi ve kullandigi molekiillerdir
(Demain ve Fang, 2000). “Ikincil metabolitler” ise dogrudan canlinin yasamini devam
ettirmesi i¢in gerekli olmasa da ¢evreye olan uyumunun arttirilmasinda organizmaya

avantaj saglayan molekiillerdir (Demain ve Fang, 2000).

Fenolik bilesikler, bitkilerde en ¢ok bulunan ikincil metabolitler olup bu zamana kadar
8000°den farkli ¢esidi tanimlanmistir. Bitkilerin ¢esitli kisimlarinda bulunan fenolik
bilesenler, renklenme, tat ve stres direnci gibi ¢ok ¢esitli fizyolojik siireclerde 6nemli
roller oynar. Dogal antioksidan, antimikrobiyal, antikarsinojenik ve antienflamatuvar
etkinliklerinden dolay1 bitki fenolikleri hem arastirma ve hem de kullanimlar

acisindan en ilgi ¢ekici sekonder metabolitlerdendir.

Fenolik bilesikler temelde bir veya daha cok hidroksil grup igeren bir aromatik
halkadan olusur ve kimyasal yapilarina gore, flavonoidler, fenolik asitler, tanninler,
fenolik stilbenler ve fenolik lignanlar olmak tizere bes ana gruba ayrilirlar (Alu’datt

vd., 2017; Zhang vd., 2022).

Bitkilerdeki ikincil metabolitlerden olan flavonoidler iki aromatik halka ve bir
oksijenli heterosiklik halka igeren bir fenolik bilesiktir (Zhang vd., 2022). Fenolik
bilesikler arasinda en ¢ok molekiil ¢esitliligine sahip olan flavonoidlerin bitkilerde
ozellikle renklenme ve bitki-etkilesimi ile alakali farkli gorevleri tanimlanmistir
(Zhang vd., 2022). Flavonoidler, UV 1simlarin1 absorbe edereck DNA bozulmasini
engeller; ¢igek ve meyvelerin renklenmesini saglayarak tozlasma ve tohum
dagitilmasina yardimci olarak cogalma sansini arttirir; béceklerin ve otcullarin bitkiyi
yemesini engeller, patojenlere kars: toksik etki saglar; antioksidan ve stres toleransi
gibi etkileri vardir; legiimlerin nodiil olusumunu saglarlar (Zhang vd., 2022). Dogada
en ¢ok bulunan flavonoidler; antosiyaninler, flavonoller, flavonlar, flavanonlar,

flavanoller ve izoflavonlardir (Sekil 1.1) (Zhang vd., 2022).
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Sekil 1.1: Bitkilerde bulunan fenolik bilesenler (Albuquerque, Heleno, vd., 2021).

1.1. Antosiyaninler

Birgok bitki tiiriiniin igerdigi antosiyanini (Harborne, 1998) bir terim olarak 1835
yilinda ilk kez Alman eczac1 Ludwig Clamor Marquart tarafindan, Die Farben der
Bliithen adli eserde Grekce “anthos™ (cicek) ve “kyanos” (mavi) sozciiklerinin bir
araya getirilerek ¢esitli ¢igeklerin mavi renkli pigmentini ayirt etmek igin
kullanilmistir (Marquardt, 1835; Patra vd., 2022). 1913 yilinda Richard Willstétter
ve Arthur Stoll izole ettikleri pigmentlerin flavonoid tiirevleri oldugunu ortaya
koydular. Alexander Robertson ve Robert Robinson kendilerine 20 sene sonra Nobel
Kimya 6diiliinii kazandiracak olan 1927°deki ¢alismalari ile antosiyaninlerin kimyasal

yapilarini ve biyosentez yollarini agikladilar (Robertson ve Robinson, 1927).

Cigek, govde, yapraklar, kokler ve meyveler dahil tiim bitki dokularinda bulunan
antosiyaninler; kirmizi, mavi ya da mor renk veren suda ¢dzilinebilen vakuoler
pigmentlerin en biyiik tiirtidiir. Antosiyaninler; tahillar, sogan gibi kok bitkileri,
lahanalar, fasulyeler, kirmizi meyveler ve kirmizi sarapta bolca bulunur (Zhang vd.,
2022). In vitro calismalar antosiyaninlerin, syncytial virilis, parainfluenza viriisi,
herpes simplex, adenoviriis ve rotaviriisiin replike olmalarin1 engellediklerini
gostermistir (Pour vd., 2019). Antosiyanince zengin meyve ve sebzeler, antioksidan
ozellikleri sayesinde kardiyovaskiiler hastaliklari, kanseri, diyabeti ve diger kronik
rahatsizliklar1 azaltarak insan sagligina fayda saglar (Hu vd., 2020; Putta vd., 2017,
Smeriglio vd., 2016; Sunil ve Shetty, 2022; Wallace vd., 2016).



1.1.1. Antosiyaninlerin Kimyasal Yapisi

Antosiyaninler, 2 fenil halkasi (A ve B halkalari, Sekil 1.2) ve bir heterosiklik pyran’in
(C halkas1) A halkas1 ile birlesmis bir karbon iskelete sahip antosiyanidin
glukozitlerdir (Castafieda-Ovando vd., 2009a). Antosiyaninler, suda ¢6ziinme ve
pH’ye gore renk degistirme Ozelliklerini saglayan, diger flavonoidlerde olmayan
flavylium katyonunu igerir (Sekil 1.4) ve antosiyanidin ad1 verilen sekersiz (aglikon)

yapilarin sekerle birlesmesiyle meydana gelirler.

Glikon

Glikon = D-glukoz, D-galaktoz, D-ksiloz, L-ramnoz, L-arabinoz

Sekil 1.2: Antosiyaninlerin genel yapisi (Patra vd., 2022).

Farkli hidroksil (-OH) ve metoksi (-OCHs) gruplariyla cesitlenebilen siyanidin,
pelargonidin, delphinidin, peonidin, malvinidin ve petunidin gibi aglikonlara
sitoplazmada bulunan glukoziltransferazlar  D-glukoz, L-ramnoz, L-arabinoz, D-
galaktoz ve D-ksiloz gibi sekerler ekleyerek (Pina vd., 2012) cesitli renk ve
¢ozlintirliikte antosiyaninler olusur (Sekil 1.3). Eklenen sekerler genellikle 3-OH
olmakla birlikte 5- veya 7- pozisyonlari gibi antosiyanidinlerin farkli bolgelerine
baglanabilir (Pina vd., 2012).



Antosiyanidin R R: Renk
Pelargonidin H H Turuncu
Siyanidin OH H Tuuncu-kirnuz
Delfinidin OH OH Mavi-kirnuzi
Peonidin OCH3 H Turuncu-kirnuzy
Petunidin OCH;3 OH Mavi-kirmizi
Malvinidin OCH;3 OCH; Mavi-kirmizi

Sekil 1.3: En ¢ok bulunan antosiyanidinlerin kimyasal yapisi (Jing, 2006; Miguel,
2011).

Meyve ve sebzelerdeki antosiyanidinlerin dagilim oranlar1 siyanidin %50, delfinidin
%12, pelargonidin %12, peonidin %12, petunidin %7 ve malvidin %7’dir (Sekil 1.4)
(Castaiieda-Ovando vd., 2009b). Dogada var olan 27 antosiyanidinden bu 6’s1
simdiye kadar bildirilmis tiim antosiyaninlerin %92’sini olusturur (Houghton vd.,
2021a; Nunez ve Magnuson, 2013).

Antosiyaninler

Sekil 1.4: Dogada en ¢ok bulunan antosiyanin gesitleri (Anthocyanins - Definition,
Benefits, Sources, 2025).

B halkasina hidroksil veya metoksil gruplarin eklenmesiyle antosiyanidinlerin en
yiiksek 151k sogurma dalga boyu degisir ve bu da renklerinin turuncudan (pelargonidin)

mavi-mora (malvidin) dénmesine neden olur (Sasaki ve Nakayama, 2015). B
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halkasmna daha fazla hidroksil grubunun eklenmesi, belirli kosullar altinda
antosiyaninlerin goriiniir 1s1ktaki en yiiksek 151k sogurma dalga boyunu (Amax)
genellikle arttirir. Bu yiizden %1 HCI iceren metanol ¢ozeltisinde pelargonidin 3-O-
glukozitin degeri 510, siyanidin 3-O-glukozitin 530 ve delfinidin 3- O-glukozitin ise
543 nm’dir (Houghton vd., 2021b; Santiago vd., 2014).

1.2. Antosiyaninlerin Biyosentezi

Antosiyaninler farkli miktarlarda olmakla birlikte bitkilerin yaprak, ¢icek, meyve, kok,
gbvde ve dallarinda iiretilirler. Temel flavanoid 6nciil molekiilleri olan fenilalanin,
sikimat/arogenate yolagindan saglanirken, malonil-CoA Krebs dongiisiinden saglanir
(Davies, 2009). Daha sonra bu iki 6nciil, bir dizi enzimatik adimla modifiye edilerek

antosiyaninleri iiretecek flavonoid omurgasini olusturmak tizere birlesir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5: Antosiyanin biyosentez yolagi (CHS, chalcone sentaz; CHI, chalcone
izomeraz; F3H, flavanon 3-hidroksilaz; DFR, dihidroflavonol 4-reduktaz;
ANS, antosiyanidin sentaz; 3GT, 3-O-glukoziltransferaz; FLS, flavonol
sentaz) (Yan vd., 2008).

Antosiyanin biyosentezi fenilpropanoid yolaginda, fenilalaninin 4-kumaroil-CoA’ya
dontistiiriilmesiyle baglar (Sunil ve Shetty, 2022). Chalcone sentaz (CHS), bir 4-
kumaroil-CoA molekiilii ile 3 adet malonil-CoA molekiiliinden naringenin chalcone
sentezler (Durbin vd., 2000; Tian vd., 2006). Chalcone-flavanon isomeraz enzimi
(CHI), naringenin chalcone’u stereospesifik izomeri olan naringenin flavanone’a
doniistiiriir.  Flavanone 3-hidroksilaz (F3H) ile naringenin 3. pozisyondan
hidroksilenerek dihidrokaempferole doniistiiriilir. F3'H (Flavonoid 3’-hidroksilaz)
flavanoid B halkasin1 hidroksilleyerek dihidrokuersetini, F3'5'H (Flavonoid 3',5'-
hidroksilaz) yine flavanoid B halkasini hidroksileyerek dihidromirisetini meydana

getirirler.  Dihidroflavonol olan, dihidrokuersetin, dihidrokaempferol ve
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dihidromirisetin DFR enzimi (dihidroflavonol 4-rediiktaz) ile renksiz molekiiller olan
l16kosiyanidin, lokopelargonidin ve lokodelfinidine doniisiirler. Sonrasinda da
antosiyanidin sentaz (ANS) enzimiyle renksiz olan 16kosiyanidin, I6kopelargonidin ve
16kodelfinidin 16koantosiyanidinleri; renkli olan siyanidin, pelargonidin ve delfinidin

antosiyanidinlerine doniisiirler (Davies, 2009; Sunil ve Shetty, 2022).

Kararsiz olan antosiyanidinler biyosentezlerinden sonra, sitozolde acilasyon,
metilasyon ve glukozilasyon ile daha kararli hale getirilirler. UDP-glukoz flavonoid
glukosiltransferaz (UFGT ya da A3GT) enzimi, kararsiz ara molekiiller olan
antosiyanidin ve ldkoantosiyanidinleri 3-O-pozisyonlarma glukoz ekleyerek bu
molekiillern daha kararli hale gelmesini saglar (Tanaka vd., 2008). Siyanidin 3-O-
glukozit (C3G), delfinidin 3-O-glukozit (D3G) ve pelargonidin 3-O-glukozit (P3G)
birbirlerinden B halkalarindaki hidroksil grup sayisina gore ayrilirlar. Bazi durumlarda
da bu hidroksil gruplarin O-metil transferaz ile O-metillenmeleriyle malvinidin,
peonidin ve petunidin gibi diger antosiyanidinler tretilir (Davies, 2009; Sunil ve
Shetty, 2022).

Endoplazmik retikulumun sitoplazmik ylizeyinde {iiretilen antosiyaninler depolanma
icin vakuollere taginir. Antosiyaninlerin, vakuollere taginmasiyla alakali su anda ¢
ayn tez vardir: Flavonoid/H+ antiporter ile, vezikiil trafficking ile ve glutatyon S-
transferazlar araciligryladir (Patra vd., 2022; Zhang vd., 2006; Zhao, 2015a; Zhao
ve Dixon, 2010). Antosiyaninler vakuolde dort molekiiler tiir olarak bulunur ve bu
molekiiller dengededir. Bu molekiiller flavylium cation, quinoidal base, carbinol
pseudo base ve chalcone pseudo base’tir (Prior ve Wu, 2006). Membran tasiyici
temelde multidrug and toxic extrusion (MATE) transporterlar1 ve ATP binding
cassette (ABC) protein transporterlardan olusur (Francisco vd., 2013; Marinova vd.,
2007). “Vesicle trafficking” ile tasinma mekanizmasinda ise antosiyaninler
endoplazmik retikulumdan koken alan vezikiil benzeri yapilarin icinde bir araya gelir
ve bu yapilarin vakuollerle birlesmesiyle vakuol i¢ine tasinmis olur (Ichino vd., 2014;
Poustka vd., 2007). Tim canlilarda var olan GST’ler ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, flavonoid metabolizasyonu, biyotik ve abiyotik stres cevaplarinda
kritik bir rol oynar (Agrawal vd., 2002; Loyall vd., 2000; Moons, 2005; Pearson,
2005). GST’ler glutatyon konjugasyonlarini gesitli elektrofilik bilesiklere katalizleyen
dimerik enzimlerdir (Dixon, Lapthorn, vd., 2002). GST gen ailesi Tau, dehydro
ascorbate reductase (DHAR), tetrachloro hydroquinone dehalogenase (TCHQD),



elongation factor 1 gamma (EF1G), Theta, Zeta, ve Phi olmak {izere 7 alt aileye
(subfamily) ayrilir (Dixon, Lapthorn, vd., 2002). Antosiyanin tasinmasiyla iliskili
GST’lerden Tau alt ailesinden ZmBz2 hari¢ digerleri bitkiye 0Ozgii Phi alt
ailesindendirler (Kitamura vd., 2004a; Xue vd., 2022).

1.3. Dogal ve Sentetik Renklendiriciler

Yazi Oncesi donemlerden beri boyar maddeler siislemede, giinlik yasamda ve dini
ritiiellerde insanlar i¢in ¢ok 6nemli bir yer edinmistir. Cesitli mineral, liken, bocek ve
hatta deniz salyangozlarinin kabuklarinin boyar madde olarak kullanilmasina ek olarak

genis bir renk yelpazesi sagladigi i¢in bitki 6zleri de kullanilmastir.

Dogada renkler meyve ve sebzelerin kalitesi hakkinda bilgi veren temel belirteglerdir.
Insanlar da diger hayvanlar gibi tiikketecekleri gidalari dncelikle renkleriyle yargilar ve
buna gore se¢im yaparlar. Niifusun artmasi ve islenmis gida cesitliliginin cogalmasi,
yiyecek ve icecekleri daha cazip hale getirmek i¢in renklendirici kullanimim
artirmistir. 18. ve 19. ylizyilda tursu ve yesil sebzeler i¢in bakir tuzu, tatlhilara sar1 ve
kirmizi renk vermek i¢in kursun tuzu, kirmizi sekerlemeler icin civa stlfiir, pastacilik
ve baharatlarda arsenik ve civa bilesenlerinin kullanimi ise 1925 yilinda arsenik,

kursun, civa gibi agir metallerin yasaklanmasina kadar stirmiistiir.

19. yiizy1lin sonlarinda komiir katranindan elde edilen ve tekstil ile boya sanayisinde
kullanilan sentetik boyalar, zamanla gida sektoriine de girmistir. Sentetik boyalar,
genellikle petrokimyasal bilesiklerden, yani petrol tiirevlerinden elde edilir. Ancak,
giiniimiizde c¢esitli saghik sorunlarina yol actigi tespit edilen bu boyalar, yasal
diizenlemelere tabidir. Su anda yalnizca belirli sentetik boyalarin kullanimina izin

verilmekte olup, bu izinler AB, ABD ve diger iilkelerde farklilik gostermektedir.

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi’ne (FDA) gére bir renklendirici veya
gida boyasi bir gida, ilag, kozmetik veya insan bedenine uygulandiginda kendi basina
veya tepkime ile renklendirebilme 6zelligine sahip olan herhangi bir boya, pigment
veya maddeye denir (Color Additives - Information for Consumers | FDA, 2025.;
Novais vd., 2022).

Renklendiricilerin kimyasal yapilari, kokenleri ve kullanim amaglarmma gore
siiflandirmalar1 yapilmistir. Bu siiflandirmalar; kokene (dogal, dogala 6zdes veya

yapay; organik veya inorganik), c¢Oziiniirlige (¢Oziinlir veya ¢0zlinmez) ve
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ortiiciiligline (seffaf veya opak) gore yapilir. Renklendiriciler genellikle dogal veya
yapay olmalarina gore siniflandirilirlar. Dogal boyalar bitki dokularinda (kurkumin,
karotenoidler, antosiyaninler, betalainler veya klorofiller), hayvan hiicrelerinden
(karminik asit ve kermesik asit), mikroorganizmalarin metabolizmalarindan
(karotenoidler ve klorofiller) veya mineral kaynaklardan (titanyum dioksit veya
kalsiyum karbonat) elde edilirken, yapay boyalar dogada bulunmazlar ve kimyasal

yollarla tiretilirler (Albuquerque, Oliveira, vd., 2021; Novais vd., 2022).

Giliniimiizde Avrupa Birligi’nde Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan
onaylanmis 11 yapay gida renklendiricisi bulunmaktadir. Bunlardan 6 tanesi i¢in 2007
yilindaki Southampton ¢aligsmasi ile “cocuklarda dikkat eksikligi ve hiperaktiviteye
neden olabilir.” etiketi ile satisa sunulmasi zorunlulugu getirilmistir. Tez kapsaminda
tretmeyi planladigimiz, C3G (siyanidin 3-O-glukozit) kirmiz1 renkli bir pigment
oldugu i¢in bu baglamda sadece AB’de onayl1 4 kirmiz1 sentetik boyaya ait literatiir
bilgisi verilmistir: Ponceau 4R (E 124), Eritrosin (E 127), Allura Red AC (E 129) ve
Carmoisine (E 122)’yi kullanim alanlari, saglik riskleri ve yasal durumlar1 asagida

ayrintilar ile agiklanmistir.

Ponceau 4R (E 124): Cochineal Red A, Brilliant Scarlet 4, New Coccine gibi farkli
adlandirmalar1 da olan suda c¢oziinebilen, kirmizi, anyonik monoazo boyadir
(Amchova vd., 2015). Avrupa Birligi kimi sosis tiirleri, aromali kremalar, hardal
aromali meyveler, diyetetik gidalar ve gida takviyeleri, kizartmalik harglar, somon
yerine kullanilan iirtinler, balik yumurtasi, hardal, bitkisel protein bazli et ve balik
alternatifleri, alkollii i¢ecekler, aromali fermente siit iirlinleri, sekerlemeler, sakiz,
siisleme, kaplama ve dolgu malzemeleri, et icin silisleme ve kaplamalar, aromali
icecekler ve tatlilar gibi {irinlerde kullanimina izin vermektedir (Lehto vd., 2017).
Ureme ve norodavranissal toksisite iizerine yapilan calismada erkek siganlarm ilk
nesillerinde biligsel bozukluklar kaydedilmistir. Yapilan bu ¢alismanin sinirlayici
faktorii olarak disi si¢anlarda tutarli sonuglarin bulunmamis olmast, her gruptaki denek
hayvan sayisinin az olmasi ve verilen dozun ¢ok yiiksek olmasi sayilabilir (Amchova
vd., 2015; T. Tanaka, 2006). Bir baska ¢alismada farkli dozlarda Ponceau 4R’nin
DNA hasarina etkisi fareler iizerinde incelenmistir. Bu ¢alismada ¢ekirdek DNA’sinin
migrasyonunun ¢esitli organlarda 6nemli 6l¢iide artti§1 gézlenmistir ama ¢aligmanin
yazarlart bu etkinin sitotoksik nedenle olmayabilecegi sonucuna varmigslardir

(Amchova vd., 2015; Tsuda vd., 2001). EFSA paneli bu sonuglar1 6nemli goriip bu



alanda daha ¢ok ¢aligmanin yapilmasini 6nermistir (Aguilar vd., 2009; Amchova vd.,
2015). 2007°de McCann ve arkadaglar1 (McCann vd., 2007) tarafindan yapay gida
boyalarmin ¢ocuklarin davranislar iizerindeki zararh etkileri iizerine yiiriitiilen ve
genellikle Southampton ¢alismasi olarak bilinen ¢alisma sonucunda Avrupa Birligi
tartrazine, Quinoline Yellow, Sunset Yellow, Ponceau 4R, Allura Red ve carmoisine
iceren gidalara ¢ocuklarda hiperaktivite ve dikkat bozukluguna yol agabilir etiketi
zorunlulugu getirilmistir (Lehto vd., 2017). Ote yandan bu boya, ABD’de onayli
degildir (Lehto vd., 2017).

Eritrosin (E 127): Kirmiz1 ksantan bir boyadir (Amchova vd., 2015). Avrupa
Birligi’nde kuru, sekerlenmis kirazlarda kullaniminda izinliyken Amerika Birlesik
Devletleri’nde gidalarda daha genis bir kullanim alan1 bulmaktadir (Lehto vd., 2017).
Avrupa Birligi’ndeki gercek tliketim aligkanliklarina gore yapilan ¢alismada ortalama
tiketim miktarmin riskli olan dozdan c¢ok daha az oldugunu ortaya koymustur
(Amchova vd., 2015). Toksikokinetik veriler Eritrosinin mide-bagirsak yolunda iyi
absorbe edilemedigini ortaya koymustur (Amchova vd., 2015). Eritrosinin 4 iyot
atomuna sahip olmasi1 dolayisiyla tiroid bezini negatif etkileme potansiyeline sahiptir
(Amchova vd., 2015). Siganlarda {ireme toksisitesi iizerine yapilan bir ¢alismada
Eritrosinin T4’ T3 e doniistiirmesinden dolay1 hipofiz bezinde TRH salgilanmasini
arttirdigi gézlenmistir. Bu Eritrosine maruz kalmis kemirgenlerde (rodent) tiroid
timorlerinin artigina yol agabilir (Amchova vd., 2015; Jennings vd., 1990). EFSA
paneli, Avrupa Birligi’'nde maruz kalinan Eritrosin miktarmin azlig1 ve yapilan klinik
caligmalarin diisiik dozlarda Eritrosinin zararli etkilere neden olmamasindan dolay1
belirlenmis olan giinliik kabul edilebilir doz miktarinda bir degisiklik yapmamaigtir

(Amchova vd., 2015).

Allura Red AC (E 129): Kirmizi, suda ¢oziinebilen aniyonik monoazo bir boyadir
(Amchova vd., 2015). Avrupa Birligi’nde kirmizi meyve regelleri (preserves of red
fruit), kahvaltilik sosisler, burger etleri, sarkiiteri etleri (luncheon meat), dnceden
pisirilmis kabuklu deniz iiriinleri, bitter vino ve bitter gazozda kullanim1 onaylidir
(Lehto vd., 2017). ABD’de ise gidalarin genelinde onaylidir (Lehto vd., 2017).
Ponceau 4R ve Karmoisin gibi Avrupa Birligi’nde ¢ocuklarda hiperaktivite ve dikkat

bozukluguna yol agabilir etiketiyle satilmak zorundadir (Lehto vd., 2017).

Carmoisine (E 122): Kirmizi, suda ¢oziinebilen, aniyonik monoazo boyadir
(Amchova vd., 2015). Azorubin olarak da bilinir (Amchova vd., 2015). Avrupa
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Birligi’nde aromal1 islenmis peynirlerde, kirmizi meyve regellerinde, balik ve kabuklu
karigimlarinda/macunlarinda, 6nceden pisirilmis kabuklularda, amerikano, bitter vino
ve bitter gazozda kullanimi onaylidir ancak ABD’de onayli degildir (Lehto vd., 2017).
Duyarh bireylerde onaylanmis dozda dahi deri ve solunum tepkimelerine nadiren de
olsa yol agabilir (Amchova vd., 2015; Charrondiere vd., 2009). Insan ve bovin
serum albiiminine baglandig1 goriilmiisse de (Amchova vd., 2015; Basu ve Kumar,
2014; Masone ve Chanforan, 2015) Karmoisin’in genel maruziyet miktarlar1 endise
edilecek seviyenin altindadir (Amchova vd., 2015). Ponceau 4R ve Allura Red AC
boyalarinda oldugu gibi Avrupa Birligi’nde “cocuklarda hiperaktivite ve dikkat
bozukluguna yol agabilir” etiketiyle satilmak zorundadir (Lehto vd., 2017).

Yukaridaki 6zet bilgilerde de goriilebilecegi iizere, bu 4 kirmiz1 yapay renklendirici
AB’de belirli kosullar ile onayliyken diger iilkelerdeki onay durumu da degisiklik

gostermektedir.

Dogal renklendiriciler dogada halihazirda bulunan boyar maddelerdir. Bunlar
bitkilerin meyve, sebze, tohum, kok ve c¢iceklerinden; Kosinil bdcegi gibi
hayvanlardan, alg ve mantarlar gibi mikroorganizmalardan elde edilebilirler (Coultate
ve Blackburn, 2018). Son yillarda, dogal renklendiriciler tiiketicilerde sentetik
renklendiricilere gore daha giivenilir ve saglikli kabul edildiginden daha ¢ok tercih

edilmeye baglanmistir (Coultate ve Blackburn, 2018).

Kirmizi renk verici dogal gida boyalar: i¢in kosinil (E120), antosiyanin, betalain ve
anka sayilabilir (Coultate ve Blackburn, 2018). Kosinil (E120), kaktiislerin
tistiindeki yaprak biti benzeri boceklerden (Dactylopius coccus) elde edilen, kullanimi
MO. 2000’lere dayansa da (Pearlstein vd., 2015) kayitlara da ilk olarak 1520°de
Hernan Cortes’in gecirdigi (Cortés, 1908) bir boyar maddedir. Kosinil ve kosinilden
iretilen karmin dogal kaynakli olmalarina karsin iiretimi maliyetlidir ve daha da
onemlisi bocek kaynakli oldugu i¢in Musevi, Miisliiman ve vegan tiiketicilerce tercih
edilmezler. Bu sebeplerle kimyasal iiretimi hedeflenmigse de ekonomik olarak uygun
degildir. Kosinil ve karmin FDA tarafindan onayli boyar maddelerdir (eCFR :: 21
CFR Part 73 -- Listing of Color Additives Exempt from Certification, 2025).
Anka, ozellikle Uzak Dogu Asya iilkelerinde buharda pisirilmis piring veya diger
nisasta iceren gidalarda Monascus cinsine ait cesitli kiiflerin yetistirilmesiyle elde
edilen kirmizi renkli bir gida boyasidir (Pintea, 2008). Kif kiiltiirlerinden boyanin

eldesi i¢in herhangi bir islem uygulanmadan piring dogrudan kurutularak toz haline
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getirilip gidalarda renklendirici olarak kullanilir. Her ne kadar dogal olsa da mantarin
diger metabolitlerini de igermesi miimkiindiir. Cesitli tarim iiriinlerindeki fungal
toksinlerin tiiketicide saglik sorunlari olusturdugu bilindigi i¢in anka ile renklendirilen
gidalar da olas1 saglik sorunlar1 olusturabilir. Her ne kadar Uzak Dogu Asya’da yaygin
olarak kullanilsa da ¢ok daha tanimli ve regiile iiretim siiregleri ve ¢esitli hayvan
tiirlerinde genis testler gerektirecegi icin FDA ve EFSA ankay1 yasalastirmak icin
isteksizdir (Coultate ve Blackburn, 2018).

Diger bir dogal renklendirici olan antosiyaninler, genellikle turuncu-kirmizi renkli
flavylium tuzlari olarak asidik ortamda elde edilirler (Chen ve Hrazdina, 1981). Diger
pigmentlere ek olarak bitki renk ekspresyonunda 6nemli bir rolii olan antosiyaninler;
meyve, cicek yapragi ve kimi sebzelere kirmizi, mor ve mavi renklerini verir
(Carpentier vd., 2009). En ¢ok karsilasilan glukozidik formlar ile pelargonidin,
siyanidin, peonidin, delfinidin, petunidin ve malvinidin pigmentlerinin maksimum 11k
absorbsiyonlart 505 ila 530 nm’ler arasindadir (Chen ve Hrazdina, 1981). Dogada
20’den fazla antosiyanidinin (aglikon yapida yani seker igermeyen) kesfedilmis olmasi
ve bunlarin gesitli glukozilasyonlara ugrayabilmeleri ile dogada toplamda 600’den
fazla antosiyanin kesfedilmistir (Andersen ve Markham, 2005). Klorofil b ile ayn1
dalga boyundaki 151k sogurumu yaptigi i¢in bitki dokularinin korunmasina yardimei

olur (Stintzing ve Carle, 2004).

Antosiyaninlerin renkleri temel olarak igerdikleri hidroksil gruplarinin sayilari ve
metilasyon dereceleri ile bagli olan sekerlerin dogasi, sayist ve pozisyonu ile belirlenir
(Mazza ve Brouillard, 1990). Bitkilerdeki goriilen renk gesitliligi ise daha gok bitki
dokusunda bulunan metal iyonlar1 ve/veya diger fenolik bilesiklerle olusan
komplekslerden kaynaklanir. Antosiyaninlerin; Avrupa, ABD, Japonya ve diger
birgok tilkede dogal gida boyasi olarak kullanimina onay verilmistir (Nollet ve Toldra,
2012). Uziim kabugu 6ziitiiniin boyar madde olarak kullanilmasi yiiz seneden dnceye
dayanir (Francis, 1999). ABD’de ise tiziim renk 6ziitii FDA tarafindan i¢cecek dis1 gida
kullanimi ile siirlandirilmistir (eCFR:: 21 CFR Part 73 -- Listing of Color
Additives Exempt from Certification, 2025).

Antosiyanin kromoforunun iyonizasyonuna bagli olarak 151k emiliminde yasadigi
degisimler, antosiyaninlerin sagladigi renkte degisime neden olmaktadir. Sekil 1.6
antosiyaninlerin farkli pH’larda degisen kimyasal yapisim1 gostermektedir.

Antosiyaninler, bulunduklari ortamin pH’1 3’iin iizerine ¢iktik¢a renksiz karbinol
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pseudobase yapisina doniismeye baslarlar ve bu da antosiyaninlerin kirmizi rengini
kaybetmesine neden olur. Notr pH’a yaklasildik¢a anhydrobase’in mor ve sonrasinda
mavi formlar1 baskin hale gelir (Coultate ve Blackburn, 2018). Bu da bir gida boyasi
olarak antosiyaninin bir pH indikatorii olarak kullanilmasinin oniinii agar. Boylece
satigtaki tirtinlerin yalnizca cekiciligini arttirmaz ayrica taze ve bozulmamis oldugunu

da gosterir.

Sekil 1.6: Antosiyaninlerin pH bagimli kimyasal yapilari (Castafieda-Ovando vd.,
2009a).

Antosiyaninler ¢esitli meyve ve sebzelerde dogal olarak bulunur. Antosiyanini en
yuksek miktarda bulunduran meyveler miirver, aronya, yaban mersini, Amerikan
yaban mersini, ahududu, tiztim, nardir (Cevallos-Casals ve Cisneros-Zevallos, 2003;
Delgado-Vargas ve Paredes-Lopez, 2002; Kriventsov ve Arendt, 1981;
Lamikanra, 1989; Makus ve Ballinger, 1973; Mazza ve Miniati, 2018; Sunil ve
Shetty, 2022; Wu vd., 2006). Antosiyaninler; siyah havug, mor misir, siyah fasiilye,
kirmiz1 lahana, mor tath patates ve patlican gibi koyu renkli yiyeceklerde de bulunur

(Cevallos-Casals ve Cisneros-Zevallos, 2003; Sunil ve Shetty, 2022; Wu vd., 2006).

Siyah havuglarda bulunan antosiyaninlerin pKa degerleri nétr pH’a dogru kaydigi i¢in
daha genis bir yelpazede, notr pH’ta dahi bozulmadan kalan bir gida boyasi olarak
kullanilabilme potansiyeli tasimaktadirlar. Kirmizi lahana 06ziitlerinde bulunan
antosiyaninler ise glukozitlerin hidroksisinamik ve hidroksibenzoik asit ile yiliksek
oranda agcillenmesi (Kammerer vd., 2004) ile olusan intramolekiiler

kopigmentasyonun etkileriyle mavi renk tretebilirler (Ahmadiani vd., 2014). Bu
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durum, antosiyaninlere daha yiiksek pH’ta 1siya karsi daha fazla kararlilik saglar

(Coultate ve Blackburn, 2018; Sudan ve Rupasinghe, 2015).

Antosiyaninler diger polifenolik bilesiklerle etkilesime girerek (ko-pigmentasyon)
daha mavi, parlak ve yogun bir goriiniim elde edebilir ve bu 1s1k uyarimli yikim
yolaklarina kars1 antosiyaninlerin daha kararli hale gelmelerine yardimei olur
(Bordignon-Luiz vd., 2007). Antosiyaninlerin kendileriyle, kendilerinin agillenmis
halleriyle  veya  metal-antosiyanin ~ kompleksleriyle  olusturduklar1  bu
kopigmentasyonlar non-kovalent kompleksler olup mavi, mor ve kirmizi1 gibi renklerin
ciceklerde, meyvelerde ve bunlardan elde edilen iiriinlerdeki kararliligini saglayan ana
mekanizma oldugu gosterilmistir (Coultate ve Blackburn, 2018; Trouillas vd.,
2016).

Yapay gida boyalarindakinin aksine, potansiyel gida renklendiricisi olarak
kullanilabilecek antosiyaninler {izerine yapilan caligmalar, bu pigmentlerin insan
sagligina zararli olmadiklar1 (McGhie ve Walton, 2007) ve hatta tiiketilmeleriyle anti-
inflamatuvar ve anti-karsinojenik etkinlikler, kalp-damar hastaliklarinda azalma,
obezitenin kontrolii ve diyabetin azaltilmas1 gibi yararli etkilerle de

iliskilendirilmektedir (He ve Giusti, 2010).

1.4. Antosiyanin Uretim Yéntemleri

Gida endiistrisinde dogal antosiyaninlerin kullanimindaki kisitlar; antosiyaninlerin
diisiik kararliligi, depolama kosullari, formiilasyonlar ve farkli isleme kosullarindaki
renk kayiplaridir. Antosiyaninlerin kararlilig1 son derece degiskenlik gostermektedir.
Ozellikle saf antosiyaninler daha kararsizdir ve bozulmaya egilimlidir (C. L. Zhao
vd., 2017). Antosiyaninin islenme kosullar1 son iiriinde istenmeyen tat, renk ve kokuya

da sebep olmaktadir (Castaiieda-Ovando vd., 2009a).

Antosiyaninlerin dogal gida kaynaklarindan eldesi genellikle yiiksek sicaklik, basing
ve pH gibi dogal pigmentlerin ve antioksidanlarin kaybina neden olacak kosullarda
yapilir. Yiiksek miktarda iiretim i¢in genis tarim arazilerinin gerekmesi; antosiyanin
konsantrasyonunun mevsime, bolgeye, bitkinin tiiriine, hasat zamanina ve yetistirme
kosullarina gore degismesi ve yiiksek saflikta iiretimin gérece zorlugu gibi nedenlerle
bitkilerden antosiyaninin dogrudan eldesi, mikrobiyal hiicre fabrikalar1 ve in vitro

kiiltiirlere gore dezavantajlidir (Zhu vd., 2017). Ayrica antosiyaninler bitkiden ¢esitli
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kimyasal yapilara sahip farkli tipte heterojen molekiil karisimi olarak elde edilebilir
(Zha ve Koffas, 2017). Bitkilerden ekstraksiyon i¢in yeni ydntemler iizerine
calisiliyor olmakla birlikte, maserasyon ve Soxhlet ekstraksiyonu gibi geleneksel
yontemler zaman alic1 ve yiiksek hacimlerde ¢oziicii gerektirdigi i¢in maddi agidan

dezavantajlidir (Chemat vd., 2017; C. Y. Wang ve Chen, 2006).

Bitki hiicre siispansiyon kiiltiirleri, kontrollii sartlarda bitki hiicrelerinde antosiyanin
iretimi i¢in kullanilabilir (Cress vd., 2015, 2016). Bu iiretim metodu, uygun hiicre
hatlariin gelistirilmesi, biyoreaktor kosullariin optimizasyonu ve fermentasyonun
biiylik 6lcege tasinmasini hedef alir. Bu baglamda {iziim, Cleome giilii, tatli patates,
aspen, yabani havug gibi bitkilerden antosiyanin iireten hiicre hatlar1 elde edilmeye
calisildiysa da halihazirda ekonomik olarak verimli bir sistem elde edilememistir
(Jones vd., 2015; Skjoedt vd., 2016). Bitki siispansiyon hiicre kiiltiirlerinden elde
edilen antosiyaninler {iretilen hiicrelerin toplam kuru agirliginin %10’una kadar ¢iksa
da belirli bir tip antosiyanin eldesi genelde diisiik olmaktadir (Corrales vd., 2008; P.
Xu vd., 2014). Siispansiyon hiicre kiiltiirlerindeki en 6nemli zorluklardan biri de
antosiyanin {retiminin zamanla diismesine neden olan hiicre kararsizliklaridir
(Corrales vd., 2008). Temel mekanizmalar tam olarak anlagilamamis olsa da olasi
nedenlerden biri yetersiz hiicre farklilasmasidir. Hizli biiyliyen farklilasmamis
hiicreler antosiyanin {liretemez. Bunlara ek olarak yliksek tiretim maliyetleri, miisteri
tarafindan ¢ok fazla onaylanmamasi ve oOzellikle genetigi degistirilmis hiicre
hatlarindan elde edilen molekiillerin siki  biyogilivenlik diizenlemeleri bitki
slispansiyon hiicre kiiltiirlerinin antosiyanin tiretiminde kullanimin1 kisitlar (Angelov
ve Gotcheva, 2017; Davies ve Deroles, 2014). Bu kisitlamalar dogrudan ekonomik

rekabeti ve endiistrilesme igin gerekli olan yatirimi etkiler (Zha ve Koffas, 2018).

Bu yiizden, daha yiiksek verimde ve kararli yapida antosiyanin eldesi igin
antosiyaninlerin biyosentezi ve bunu diizenleyen molekiiler mekanizmalar
aydinlatilarak iiretim i¢in bitki doku kiiltiirii ve mikroorganizmalarda heterolog iiretim
ile ilgili ¢aligmalar yapilmaktadir (Espinosa-Leal vd., 2018; Ruta ve Farcasanu,
2019). Ogzellikle mikrobiyal {iretim, mikroorganizmalarin gorece daha diisiik
maliyetle, kontrollii ve hizli biiyiimeleri ve metabolizma miihendisligi i¢in bir¢ok
farkli genetik aracin gelistirilmesi nedeniyle, kimyasal sentez, bitkiden dogrudan
ekstraksiyon ya da bitki hiicre kiiltiirlerinde iiretime kiyasla daha fazla avantaja
sahiptir (Chouhan vd., 2017; Pandey vd., 2016a; Sunil ve Shetty, 2022).
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Prokaryotik ve 6karyotik mikroorganizmalarda simdiye kadar terpenoidler, alkaloidler
ve flavonoidler gibi birgok bitki kokenli bilesikler iiretilmistir (Chemler ve Koffas,
2008; Y. Li ve Smolke, 2016; Paddon ve Keasling, 2014). Flavonoidlerin ilk kez
2003 yilindaki mikrobiyal tiretiminden (Y. Wang vd., 2011) sonra flavanonlardan
karmagik yapili antosiyaninlere kadar bir¢cok bilesik metabolizma miihendisligi
yoluyla diizenlenmis mikroorganizmalarda tiretilmistir (Pandey vd., 2016b). Ayrica
dogal olmayan flavanoidlerin de belirli substratlarla besleme yoluyla mikrobiyal
tiretimi yapilmistir (Fowler vd., 2011; Leonard vd., 2008). Tiim bu ¢alismalarda
kullanilan mikroorganizmalar hedef iiriiniin en iyi {liretimi i¢in metabolik olarak

diizenlenmistir (Zha ve Koffas, 2017).

Mikrobiyal iiretimde etkin tirlinlerin alinabilmesi i¢in uygun mikrobiyal konake¢1 hiicre
hattinin seg¢ilmesi 6nemlidir. Birgok mikrobiyal hiicre hattindan Escherichia coli ve
Saccharomyces cerevisiae metabolik aglarinin iyi anlagilmis olmasi ve genetik
mithendislik i¢in gerekli araglarinin var olmasi nedeniyle bu iki grubun yapilan
calismalarda daha ¢ok tercih edilmelerine neden olmustur (Lee vd., 2019; Zhou vd.,
2024a).

1.5. Antosiyaninlerin Mikrobiyal Uretimi

E. coli’nin iyi karakterize edilen genetik, fizyolojik ve biyokimyasal yapisi, genetik
manipiilasyona olanak tanimasi, iyi bilinen ve gorece basit biiylime kosullar1 (6rnegin
anaerobik billylime hizi, bir¢ok substrati kullanabilmesi gibi), genetik miihendislik
araglarinin varolusu dolayisiyla endiistriyel model mikroorganizma olarak iyi bir

se¢im olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Marienhagen ve Bott, 2013; Zhou vd., 2024a).

Antosiyanin iiretimi i¢in Yan ve arkadaglar1 (Yan vd., 2005a) pET vektoriini
kullanarak ~ Musca  domestica’dan  flavanon  3B-hidroksilaz, ~ Anthurium
andraeanum’dan dihidroflavonol 4-rediiktaz, M. domestica’dan antosiyanidin sentaz
ve Petunia hybridia’dan flavonoid 3-O-glukoziltransferaz genlerini E. coli JIM109’a
aktararak E. coli’de ilk defa antosiyanin tiretimini gergeklestirdiler (Yan vd., 2005a;
Zhou vd., 2024a). Renkli olmayan naringenin ve eridokityol gibi flavanonlardan
kararli, glukozillenmis antosiyaninler iiretmek amaciyla dort basamakli bir yolak
olusturmusglardir. Malus domestica’dan flavanon 3p-hidroksilaz, Anthurium

andraeanum’dan dihidroflavonol 4-rediiktaz, Malum domestica’dan antosiyanidin
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sentaz (ANS) ve Petunia hybrida’dan UDP-glukoz:flavonoid-3-O-glukoziltransferaz
iki asamali PCR yOntemiyle her biri 6nce trc promotorii ve kendi bakteriyel ribozom-
baglanma bolgesi kontrolii altina alinmis sonrasinda sirasiyla pK184 vektoriiyle
klonlanmistir. Bu yolaklara sahip olan E. coli hiicreleri naringenin veya eriodiktyol
onciillerini kullanarak sirasiyla pelargonidin 3-O-glukozit (5,6 png/l) veya siyanidin 3-

O-glukozite (6,0 pg/l) donistiirmiislerdir (Yan vd., 2005b).

Yine E. coli’de yapilan ¢alismada, Jones ve arkadaslar1 (Andrew Jones vd., 2017)
glukozdan baglayarak antosiyanin iiretimini gerc¢eklestirmek icin polikiiltiir teknigini
kullanmislar ve antosiyanin biyosentez yolaginda yer alan 15 enzim ve transkripsiyon
faktor genlerini 4 ayr1 E. coli soyuna paylastirarak pelargonidin 3-O-glukozit
pigmentinin {iretimini gergeklestirmislerdir (Andrew Jones vd., 2017; Zhou vd.,
20244a). Bu sayede uzun metabolik yolaklarin fonksiyonel olarak ifade edilmesini ve
birbirine baglanmasini saglarken metabolik yiikiin de dagitilmasini amaglayarak de
novo pelargonidin 3-O-glukozit tiretimi (9,5 mg/1) gergeklestirilmistir (Andrew Jones
vd., 2017).

Shrestha ve arkadaslar1 (Shrestha vd., 2019a) , BglBricks sistemini kullanarak E. coli
BL21 (DE3) susunu diizenlemislerdir. Bu susa, Petunia hybrida’dan antosiyanidin
sentaz (ANS), Arabidopsis thaliana’dan siyanidin 3-O-glukoziltransferaz (3GT),
glukokinaz (glk), fosfoglukomutaz (pgm2), glukoz 1-fosfat iiridilil transferaz (galU)
ve glukoz tasiyic1 protein (glf) genleri eklenmistir. Genlerin farkli promotdrlere
(piBR181, piBRTrc ve piBRUVS) sahip ¢coklu monositronik operonlarla ve farkh
promotor giigleriyle (PT7, PlacUVS5 ve Ptrc) optimizasyonu yapilarak 36 saat i¢inde
yaklasik 439 mg/L konsantrasyonda C3G firetimi yapilarak bugiine kadar rapor edilen
en yiiksek verimi saglamislardir (Shrestha vd., 2019a).

S. cerevisiae, bitkilerde antosiyaninlerin depolandigi vakuollere benzer organellere
sahiptir. Bitki enzimleri genellikle translasyon sonrasi modifikasyonlarla aktif hale
gelirler. Prokaryotlarda translasyon sonras1 modifikasyonlar gerceklesmezken
okaryotlar bu modifikasyonlar1 yapabildikleri i¢in bitki enzimlerini daha etkili bir
sekilde kullanabilirler (Zhou vd., 2024b). Eichenberger ve arkadaslari (2018)
(Eichenberger vd., 2018) bitki genlerini S. cerevisiae’ye aktararak glukozdan iig
farkli antosiyanin {iretebilen bir sus gelistirmislerdir. Bu sus, 1,55 mg/l
konsantrasyonda siyanidin 3-O-glukozit, 0,85 mg/l konsantrasyonda pelargonidin 3-

O-glukozit ve 1,86 mg/l konsantrasyonda delfinidin 3-O-glukozit iiretmistir(Zhou vd.,
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2024b). Bu sayede antosiyaninlerin de novo biyosentezi ilk kez mayada elde edilmistir
(Eichenberger vd., 2018).

Zha ve arkadaslar1 2018 yilinda (Zha vd., 2018) E. coli’de yapilmis olan antosiyanin
biyosentez ¢alismalarini diger bir prokoryatik mikroorganizma olan Corynebacterium
glutamicum’da gergeklestirmislerdir. Petunia hybrida’dan alinan antosiyanidin sentaz
(ANS) ve Arabidopsis thaliana’dan alinan 3-O-glukoziltransferaz (3GT) genleri C.
glutamicum ATCC 13032 susunda, katekinden C3G eldesi i¢in eksprese edilmislerdir.
Yapilan optimizasyonlar UDP-glukoz varliginin arttirilmasiyla yaklasik 40 mg/l C3G
tiretimi elde edilerek, herhangi bir genetik diizenlenme uygulanmamis baslangic
susuna gore 100 katin ilizerinde artis elde edilmistir. Bu ¢alismayla ilk kez ucuz bir
flavonoid Onciilii olan katekinden siyanidin 3-O-glukozitin (Sekil 1.5) C.
glutamicum’da iiretimi gergeklestirilmistir (Zha vd., 2018).

Antosiyanin sentez yolagindaki enzimler genel olarak en yiiksek etkinliklerini pH 5-7
araliginda gostermektedirler. Antosiyaninlerin en kararl olduklari ve parlak renklere
sahip olduklar1 ortam pH’s1 ise 1-3 degerleridir. Cogu enzimin etkinligi i¢in 20-30 °C
aras1 optimumdur. Bu araligin disina cikildiginda enzimler denatiire olup etkinlik
kaybedebilirler. Ama, mikrobiyal hiicreler genellikle 5-7 pH degerleri arasinda, enzim
aktivitesi icin optimal degerlerin bulundugu aralikta biiytirler (Zhou vd., 2024c).
Antosiyanin tiretimi sirasinda ortamin pH’1 diisme egilimi gosterdigi i¢in Gram negatif
konak E. coli’ye kiyasla, Gram pozitif anaerobik bakteri Lactococcus lactis’in
antosiyanin sentezinde kullanilmasi avantaj saglayabilir. Ancak yine de iki asamali
kiiltir (6nce gorece yiiksek pH’da sonra diisik pH’da tretim gibi) E. coli’de
gelistirilecek farkli yontemlerle bu sorunun 6niine gegilebildigi kanitlanmistir (Yan
vd., 2008).

1.6. Glutatyon S-Transferaz Enziminin Antosiyanin
Sentezindeki Onemi

Glutatyon S-transferazlar (glutatyon transferazlar) dogadaki en 6nemli detoksifiye
edici enzimleridir (Hernandez Estévez vd., 2020). Okaryotlarda ve prokaryotlarda
simdiye kadar etkinlikleri ¢alisilmis olan (Wilce ve Parker, 1994; Wongsantichon
ve Ketterman, 2005) GST’ler ¢oklu gen aileleriyle kodlanan genis bir protein ailesidir
(Dixon vd., 2002; Wilce ve Parker, 1994). Glutatyon S-transferazlar elektrofilik
bilesiklere ribozomda iiretilmeyen bir tripeptit olan glutatyon (GSH; y-Glu-Cys-Gly)
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ekler ve c¢esitli tepkimeleri katalizleyerek daha ¢oziinebilir peptit tiirevleri olugsmasin
saglar (Chronopoulou ve Labrou, 2009; Cummins vd., 2013; Dixon ve Edwards,
2010; Edwards vd., 2011; Edwards ve Dixon, 2005; Hernandez Estévez vd., 2020;
Kampranis vd., 2000; Labrou vd., 2015). GST’ler farkli substratlarla g¢esitli
tepkimeler katalizlerler (Chronopoulou ve Labrou, 2009; Mannervik, 2012).
Birincil ve ikincil metabolizma, stres metabolizmasi, herbisit detoksifikasyonu, sinyal
iletiminde rol alma; ozon hasarlarina, agir metallere, xenobiyotilere ve mikrobik
enfeksiyonlara karsi bitkiyi koruma; antosiyanin tasima ve birikimi; hidroperoksit
detoksifikasyonu; auksin homeostasisi; tirozin metabolizmasi ve apoptizi diizenleme
gibi ¢esitli diizenleyici islevlerde gorev alir (Benekos vd., 2010; Chronopoulou ve
Labrou, 2009; Cummins vd., 2011, 2013; Dixon vd., 2010; Edwards ve Dixon,
2005; Esmaeili vd., 2009; Gill ve Tuteja, 2010; Hernandez Estévez vd., 2020; Hu,
2014; Sharma vd., 2014; Yu ve Powles, 2014).

Sitozolik GST st ailesi (superfamily) 13,000°den fazla essiz sekanstan olusur
(Mashiyama vd., 2014) ve bu sekanslar bitkiler, hayvanlar, mantarlar ve bakterilerde
36 sinifa gruplanirlar (Hernandez Estévez vd., 2020; Y. J. Liu vd., 2013). Ote
yandan, bitki GST’leri 10 ayr1 sinifa ayrilmistir: GSTU (Tau), GSTF (Phi), GSTL
(Lambda), GSTT (Theta), GSTZ (Zeta), DHAR (dehidroaskorbat reduktaz), TCHQD
(tetrakloro hidrokinon dehalogenaz), EF1By (elongasyon faktér 1B) (Liu vd., 2013).
Bitki GST’lerinin ¢ogu tau ve phi siniflarina aittir. Phi, tau, DHAR ve lambda GST leri
bitkilere 6zgiidiir (Hernandez Estévez vd., 2020).

Bitki GST’leri diger GST’lerin oldugu gibi N-terminal domain ve C-terminal domain
olmak tizere iki domainli bir katlanma oriintiisiine sahiptir. Korunmus N-terminal
domaine’e gore C-terminal domain sekans ve topoloji olarak detaylidir ve bu bitki
GST’lerinin ¢esitli hidrofobik substratlara 6zel olmalarina yol agar (Axarli vd.,
2009b, 2009a; Hernandez Estévez vd., 2020).

GST ile ilgili bitkilerde yapilan bazi ¢alismalar asagida Ozetlenmistir: Domates
LeGSTU2 genini yiiksek oranda ifade eden (overekspresyon) transgenik Arabidopsis
bitkilerinde kurakliga ve tuzluluga karsi dayaniklilik gézlenmistir (Xu vd., 2015).
DHAR enzim ailesi tiyelerinin 151k ve kurakligin da dahil oldugu stres kosullarinda
bitkilerde askorbik asitin sentezine katkida bulundugu gézlenmistir (Tang ve Yang,
2013). OsDHARI yiiksek sicakliga karsi korunmada ve bitkilerin antioksidan

kapasitelerini arttirmada rol alir (Urano vd., 2000). L tipi iiyeler agir metal stresine
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kars1 giiclii bir tepki gostermektedirler. OsGSTL2 bitkideki antioksidan sistemi
etkileyerek Arabidopsis thaliana’nin agir metal stresine karsi toleransini arttirir
(Kumar vd., 2013). Z tipi iiyeler bitki tirozin katabolizmasinda rol alirlar ve tuzluluk
ve diistik sicakliga tepki olarak uyarilirlar. ThGSTZ1 geninin overekspresyonu, A.
thaliana’nin tuz kuraklik ve tuz toleransini, reaktif oksijen tiirlerini uzaklastirarak
arttirir (Yang vd., 2014). Misir bitkisinde mutant Bronze-2 (Bz2) ile defektif
antosiyanin birikimi ilk kez gozlemlendi. Boylece Bz2 ile kodlanan GST’nin
antosiyanin-3-O-glukozit ve glutatyona baglanma 6zelligi oldugu one strilmustiir.
Daha sonrasinda bu GST ’nin, flavonoid bilesiklerin taginmasina tesvik edici bir islevi
oldugu 6ne stiriilmistiir (Marrs vd., 1995). Diger bitkilerde bulunan Bz2 homologlari,
GST’nin antosiyanin tagimasindaki islevinin yiiksek derecede korundugunu

gostermektedir (Kong vd., 2024; Qiu vd., 2024; Yin vd., 2023)

Antosiyanin  biyosentez yolaginin sondan bir Onceki adiminda 3,4-Cis-
leukoantosiyanidinler’den antosiyanidinler’e gecisin Fe/a-ketoglutarat bagimli
dioksijenaz bir enzim olan antosiyanidin sentaz tarafindan katalizlendigi
diisiniilmektedir (Chaves-Silva vd., 2018; Eichenberger vd., 2023; Preufl vd.,
2009). ANS’nin protein kristal yapis1 (Wilmouth vd., 2002), biyokimyasal analizler
(Turnbull vd., 2003, 2004; Welford vd., 2001; Zhang vd., 2019) ve izotopla
isaretlenmis Onciillerin bitkilere verilmesiyle yapilan ¢alismalar (Heller vd., 1985);
ANS’nin leukoantosiyanidinlerde C-3 pozisyonuna a-ylizeyinden hidroksilasyon
gerceklestirdigini one siirmektedir. Ancak, ortaya ¢ikan kararsiz {iriin olan flavan-
3,3,4-triol genellikle epidihidrokuersetin, dihidrokuersetin ve kuersetin gibi yan
tirinlere doniistirken (Zhang vd., 2019), antosiyanidine doniisiim yalnizca in vitro bir
yan reaksiyon olarak goriilmiis (Turnbull vd., 2003, 2004; Zhang vd., 2019) ya da
metabolik miihendislikle diizenlenmis mikroorganizmalarda (Eichenberger vd.,
2018; Yan vd., 2005b) gozlemlenmistir (Eichenberger vd., 2023).

Antosiyaninlerin sentez yolagindaki tartismali konulardan bir digeri ise, antosiyaninle
iligkili glutatyon transferazlarin molekiiler islevleridir (Chanoca vd., 2015; J. Zhao,
2015b). Yapilan c¢alismalarda, arGST’lerin knock out mutasyonlar1 veya
downregiilasyonlari sonucunda birgok bitkide antosiyanin birikiminde ciddi azalmalar
goriilmistiir (Alfenito vd., 1998; Cao vd., 2021; Cheng vd., 2015; Jiang vd., 2019a;
Kitamura vd., 2004b; Liu vd., 2019; Luo vd., 2018; Shao vd., 2021; Sun vd., 2012;
Tasaki vd., 2020a). Fragaria vesca’da (¢ilek) RAP geninin gegici baskilanmasi
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yaprak saplarinda antosiyanin miktarmi azaltmistir (Luo vd., 2018). Prunus
persica’da (seftali) bir arGST diizenleyici gen olan Riant’a 2 baz ¢ifti eklenmesi beyaz
¢icek olusumuna yol agmistir (Cheng vd., 2015). Bu fenotipler, bazi durumlarda
pigmentlerin sitoplazmada yanlis konumlanmasi (Marrs vd., 1995) veya vezikiil
benzeri yapilarda birikmesi (Gomez vd., 2011; Sun vd., 2012) ile de iligkilidir.
Antosiyaninle iliski glutatyon transferazlarin model susbtrat olan 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen’e (CDNB) glutatyon transfer edebildigi gosterilmistir, buna ragmen
glutatyonun antosiyaninlere baglandigi ligandlar laboratuvarda da bitkilerde de
gozlemlenmemistir (Li vd., 2011; Mueller vd., 2000; Sun vd., 2012). Ama,
antosiyaninle iligkili glutatyon transferazlarin g¢esitli flavonoidlere in vitro
baglanabildigi (Liu vd., 2019; Mueller vd., 2000; Sun vd., 2012) ve antosiyanince
zengin dokularin zar yapilarinda lokalize olduklar1 bitkilerde (Gomez vd., 2011; Sun
vd., 2012) gozlemlenmistir. Bu aragtirma sonuglar1 arGST lerin antosiyaninleri kararl
hale getirerek vakuole tasiyan tasiyicilara yonlendirdigi bir hipotez olan “ligandin

modelini” desteklemektedir (Chanoca vd., 2015; Mueller vd., 2000; Sun vd., 2012).

Ancak misirdan alian bir arGST olan ZmBZ2 cDNA’sinin petunyadaki karsilik gelen
PhAN9 genini tamamlayabilmesi ve tersinin de gegerli olmasi gibi bazi bitki
caligmalari bu ligandin modeliyle tam olarak agiklanamamaktadir (Eichenberger vd.,
2023). Misirda olusan pigmentli aleuron veya petunyada olusan pigmentli korolla
bolgeleri sadece mor renkte degil, merkezde koyu mor ve ¢evresinde daha agik renkli
ama yine pigmentli hiicreler icermektedir (Alfenito vd., 1998). Bu durum arGST’lerin
yalnizca hiicre i¢i tasimada rol almadigini diisiindiirmektedir (Eichenberger vd.,
2023).

Eichenberger ve arkadagslar1 2023 yilinda yayiladiklari ¢alismada (Eichenberger vd.,
2023) biyokimyasal, yapisal ve hesaplamali verilere dayanarak arGST’lerin
antosiyanin biyosentez yolaginda katalitik bir role sahip olduklarin1 géstermislerdir.
Calismada, arGST’lerin yar1 kararli ANS {irlinii olan flavan-3,3,4-triol veya flavan-3-
on-4-ol bilesiklerini, siyanidinin 4-hidrat formu olan flav-2-en-3,4-diol’e doniistiirmek
icin glutatyon bagimli Brensted baz mekanizmasi kullandigi o6ne siiriilmiistiir

(Eichenberger vd., 2023).

Eichenberger ve arkadaglar1 (2023) antosiyaninle iligskili GST’lerin katalitik
etkinliklerinin okaryotik hiicrelerdeki antosiyanin biyosentezi i¢in de anahtar role

sahip oldugunu gostermek igin S. cerevisiae hiicrelerinin metabolizma miihendisligi
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ile antosiyanin yolagindaki ilk kararl bilesik olan siyanidin 3-O-glukoziti tiretmesini
saglamak icin ti¢ plazmitli strateji kullanmislardir (Eichenberger vd., 2023). Bilinen
antosiyanin yolag1 i¢in, Oncesinde S. cerevisiae’de iyi calistigi bilinen enzimler
secilerek bitkilerden 9 GST ile ayr1 ayri klonlanmislardir. Antosiyanin ile iliskili
olmayan GST’lere sahip olan soylar, kontrol hiicrelerle elde edilene benzer sonuglari
verirken antosiyaninle iligskili GST’leri iceren soylar kontrole gore antosiyanin

tiretimini 36,5 kata kadar arttirmiglardir (Eichenberger vd., 2023).

Baska bir calismada ise, antosiyaninlerin vakuolllere tasinmasini saglayan glutatyon
S-transferazlardan (Jiang vd., 2019b) MdGSTF6 geni, S. cerevisiae’ye aktarildiginda
ise antosiyaninlerin %90’ 1ndan fazlas1 vakuol bulunmadigi i¢in dogrudan hiicre disina
atilmistir (Xu vd., 2022; Zhou vd., 2024c). Bu strateji ise endiistriyel {iretim siiresince

hiicre i¢inden ekstraksiyona alternatif bir yontem olarak denenebilir.

1.6.1. GtGST Glutatyon Transferaz

Tez kapsaminda siyanidin 3-O-glukozit tiretiminin arttirilmasinda Japon gentianasinin
Albireo (Gentiana triflora * Gentiana scabra) ¢esidinin antosiyanin iligkili glutatyon
transferazi GST1-2 kullanilmistir. Tez kapsaminda bu gen, GtGST olarak
belirtilmistir.

Japon gentianasinin Albireo (Gentiana triflora x Gentiana scabra) gesidinin
yapraklarindaki mavi pigmentasyon, poliagilasyona sahip bir antosiyanin olan
gentiodelfin pigmentinden kaynaklanmaktadir. Tasaki ve arkadaglarinin 2020’de
yayinlanan caligma, antosiyanin iligkili GST1’in (GtGST) c¢i¢cek ve yapraklardaki
gentiodelfinin birikmesinden sorumlu oldugunu ortaya koymustur (Tasaki vd.,
2020Db). GtGST ’nin yapilan filogenetik analizi sonucunda Phi tipi GST oldugu ortaya
cikmistir (Tasaki vd., 2020b). Phi tipi diger antosiyanin iliskili GST’lerle arasindaki
dizi benzerligi %53 ila %66 arasindadir: RAP (%66), VvGST4 (%66), AN9 (petunia)
(%65), DcGSTF2 (%62), MdGSTF6 (%66), CkmGST3 (%68) ve TT19 (%53)
(Tasaki vd., 2020b) (Sekil 1.7). Antosiyanin iliskili GST’lerde korunan amino
asitlerin GtGST’de korundugu gézlenmistir (Tasaki vd., 2020b).

Sekil 1.7°de Neighbor-Joining yontemi ile olusturulmus filogenetik agac
bulunmaktadir (Saitou ve Nei, 1987). Dal uzunluklart evrimsel uzakliklarin

filogenetik agaci olusturmak i¢in kullanilan birimlerle dl¢eklendirilmistir. Evrimsel
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uzakliklar Poisson diizeltme yontemi (Zuckerkandl ve Pauling, 1965) kullanilarak
hesaplanmis ve her bolgede gerceklesen amino asit degisim sayist birim olarak
alinmistir. Analitik islem 24 amino asit dizisini kapsamistir. Her dizi ¢ifti i¢in tiim
belirsiz pozisyonlar ¢ikarilarak, veri seti 263 pozisyondan olusturulmustur. Analizler

MEGA12 (Kumar vd., 2024) yazilim1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

PhAN9
IbGSTF4
PfGST1
GtGST
CkmGST3
AcGST1
CsGSTa
DcGSTF2
— Bract1
—— PtGSTF8
VWWiGST4
GhGSTF12
: LcGST4
Rap
MdJdGSTF6
PpGST1
LhGST
AtTT19/AtGSTF12
[ RsGST1
PtGSTF11
ZmBZ2
GmGST

—_

0.20
Sekil 1.7: GtGST nin Neighbor-Joining yontemi ile olusturulmus filogenetik agaci.

Tasaki ve arkadaglarinin 2020’de yayinladiklari calismada GtGST geni CRISPR/Cas9
genom diizenleme yontemiyle mutasyona ugratilan Japon gentiana soylarinda yabani
tire gore daha agik renkte renklenme ve beyaza yakin renklenme gorilmiis ve
gentiodelfin miktarindaki azalma ise HPLC ve sprektrofotometre analizi ile

dogrulanmigtir (Tasaki vd., 2020b). Gozlemlenen fenotiplerin GtGST yoklugundan
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kaynaklandiginin dogrulanmasi i¢in complementation assay ile mutant soylarda
GtGST’nin gegici ekspresyonuyla yabani soylardaki fenotip tekrardan elde edilmistir
(Tasaki vd., 2020b). Antosiyanin tiretiminin diistik sicakliklar, yogun 1s1k maruziyeti,
ozmotik stres ve patojen enfeksiyonu gibi ¢esitli nedenlerle uyarilabilecegi i¢in ayni
calismada yabani ve mutant soylar yiiksek seker igeren besi yerinde biiyiitiilmiiglerdir.
Yabani soylar yliksek siyanidin-3-glukozit birikimi nedeniyle kirmiziya donerken
mutant soylar ya beyaza yakin renklenmis ya da agik kirmizi renk almislardir (Tasaki
vd., 2020b). Boylece antosiyanin biyosentetik yolagi etkin olsa da GtGST araciligi ile
tasinmanin gentiana bitkilerindeki antosiyanin birikimi i¢in 6nemi gosterilmistir
(Tasaki vd., 2020b).

1.7. Tezin Amaci

Bu tezin amaci, bitkilerde dogal olarak iiretilen ve dogal gida renklendiricisi olarak
kullanilma potansiyeline sahip kirmizi renkli siyanidin 3-O-glukoziti (C3G)
pigmentinin mikrobiyal konakgi olarak segilen E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinde
yiiksek oranda eldesi i¢in stratejiler gelistirmektir. Daha 6nce, antosiyanin biyosentezi
bu konakgida test edilmis olsa da GST geninin antosiyanin biyosentezindeki etkisine
dair bir c¢alisma gergeklestirilmemistir. Bu baglamda tez kapsaminda, C3G
tretiminden sorumlu olan genleri tasiyan plazmit (yliksek katalitik aktivitesinden
dolay1 Petunia hybrida’nin antosiyanidin sentaz geni (PhANS) ve siyanidini bolgeye
Ozgii glukozile ettigi i¢in Arabidopsis thaliana’nin flavonoid-3-O-glukoziltransferaz
(At3GT) genini igeren pETM6 plazmiti), antosiyanin tretimindeki etkisinin
belirlenebilmesi i¢in GtGST genini [Japon gentianasinin Albireo ¢esidinin (Gentiana
triflora x Gentiana scabra) glutatyon transferaz geni] iceren pCDM4 plazmiti ile
kotransforme edilerek E. coli hiicrelerine aktarilmistir. AMM besiyerinde inokiilasyon
oranlari, IPTG konsantrasyonlar1 ve uyarim zamanlari, seker ve nitrojen kaynaklar
ornek toplama zamanlari gibi parametreler degistirilerek C3G iiretimi optimize
edilmistir. Tez kapsaminda uygulanan stratejinin, farkli organizmalarda heterolog
antosiyanin biyosentezinin optimize edilmesinde farkli bir bakis agis1 getirmesi

beklenmektedir.

24



2. MATERYAL

Tez ¢alismasi kapsaminda siyanidin 3-O-glukozit (C3G) iiretiminin arttirilmasi i¢in E.

coli hiicrelerine klonlama ve transformasyon yapilmis, sonrasinda da besiyeri ve kiiltiir

kosullariin degistirilmesi ile C3G fliretimi optimize edilmistir.

2.1 Kimyasallar

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

gosterilmektedir.

Tablo 2.1: Kimyasal ve sarf malzemelerin listesi.

Kimyasal ad1

Kimyasal markasi- Katalog numarasi

48-Derin kuyulu plaka (5 ml)

VWR (732-3797)

Agar

Bacto TM agar 214010

Amonyum Kloriir (NH4CI)

AFG Bioscience 184934-1KG

Amonyum Molibdat (NH4)>Mo00O4)

Merck 277908

Ampisilin Sigma-Aldrich A9393-5G
Asetik Asit Merck 100063
Asit Hidrolize Kazein LabM- Q33034/054

Bakir (II) Siilfat Pentahidrat CuSO4.5H20
CuSOs4

AFG Bioscience 260976-1KG

Borik asit (H:BOs)

AFG Bioscience 373848-1KG

Cinko Siilfat Heptahidrat ZnSO4.7H,O

AFG Bioscience 408022-1KG

D(+)-Glucose, Anhydrous

AFG 294126

Demir (II) Siilfat Heptahidrat (FeSO4.7H>0)

AFG Bioscience 335074-1KG

Derin kuyulu plaka kapag: (plate seal)

VWR (60941-086)

di-Amonyum Fosfat (NH4)2HPO4

Tekkim 310823294001-1KG

DMSO

Sigma-Aldrich 472301

EDTA

AFG Bioscience 399168-1KG

GtGST glutatyon S-transferaz geni (sentetik)

GenScript
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Tablo 2.1 devam: Kimyasal ve sarf malzemelerin listesi.

Kimyasal ad1

Kimyasal markasi- Katalog numarasi

HCl

Merck- K39100514

IPTG

neoFroxx 1122GR005

Kalsiyum Kloriir Dihidrat (CaCl>.2H-0)

AFG Bioscience 347762-1KG

Kasamino asit

LabM Q33034/054

Magnezyum Kloriir Heksahidrat (MgCl,.6H,0)

AFG Bioscience / 223905-1KG

Mangan Kloriir (MnCl,) Merck 105927
Morpholinopropane Sulphonic and Extra pure | AFG Bioscience 355532
(MOPS)

N,N-Dimethylformamide Sigma 59H364315

Nutrient broth

Merck 1.05443.0500

Pepton

Merck 1.07214.0500

Potasyum Fosfat Dibazik Anhydrous (K;HPO4)

AFG Bioscience 321171-1KG

Potasyum Fosfat Monobazik Anhydrous
(KH2PO4)

AFG Bioscience 292188-1KG

Potasyum Hidroksit KOH

Sigma-Aldrich 06005

Potasyum Siilfat (K2SO4)

Carlo Erba 474167-1KG

Siyanidin 3-O-glukozit kloriir

GLPBIO-GN10743

Sodyum Kloriir NaCl Sigma-Aldrich S5886
Streptomisin Sigma-Aldrich S9137
SYBR safe Invitrogen S33102

Tiamin Hidroklorir (C12H7CIN4OS.HCI)

AFG Bioscience 402129-25G

Tris Base

neoFroxx 1115KG001

Trisin

BioShop / TRI001.100

Yeast ekstrakt

Bacto TM 212750
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2.2. Kitler ve Enzimler
Tez kapsaminda; GST geninin klonlanmasi, E. coli hiicrelerine transformasyonu ve

klonlarin dogrulanmasi sirasinda kullanilan kitler, enzimler ve DNA belirtecleri Tablo

2.2’°de verilmistir.

Tablo 2.2: Tez kapsaminda kullanilan kitler, enzimler, belirtegler.

Kit, Enzim veya Belirteg adi Uretici firma/Katalog numarasi

1 kb plus DNA belirteci NEB N0550G

100 bp + 500 bp DNA belirteci O’RangeRuler

Jel izolasyon kiti EcoPURE E5003

Kpnl-HF NEB R3142S

Miniprep izolasyon kiti Monarch T1010S/L

Ndel NEB RO111S

rCutsmart Buffer (10X) NEB B6004S

T4 DNA ligaz NEB M0202S

Taq DNA polimeraz INtron -30221847

Xhol NEB R0146S
2.3. Cihazlar

Tez kapsaminda kullanilan cihazlar Tablo 2.3’te sunulmustur.
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Tablo 2.3: Cihazlarin listesi.

Cihaz adi Cihaz markasi ve modeli

+4 °C ve -20 °C buzdolab1 Argelik

-80 °C derin dondurucu ESCO Lexicon II ULT Freezer

Agaroz jel goriintiileme cihaz1 Azure Biosystem, c600

Buz makinesi Vosko

HPLC Shimadzu — DGU-20A5R

Masa iistii santrifiij VWR, Microsent 17R

Mikrodalga firin Beko 1550

Otoklav Hirayama, Hicla HVE-110

PCR cihazi Thermocycler Biometra

pH metre Hana Instruments, pH 211 Microprocessor pH
Meter

Santrifiij Beckman Coulter TM — Microfuge 18 centrifuge

Sogutmali santrifiij Gyrozen 1248R

Sogutmali santrifiij Scanspeed Falkon Santrifiij-1580R

Steril kabin Heraeus Hera Safe HS 12

Tart1 Precisa 1200C ve Shimadzu AUW220D

2.4. Besiyerleri ve Cozeltiler
Tez kapsaminda gerceklestirilen klonlama, transformasyon ve hiicre kiiltiirii

basamaklarinda kullanilan ¢ozelti ve besiyerleri asagida verilmistir.

2.4.1. Improved Buffer

Kompetan hiicre hazirlanmasi i¢in improved buffer, 5 mL CaCl: ve 50 ml LB

karistirilmasi ile hazirlanmig ve 0,22 puL’lik filtre ile steril edilmistir.
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2.4.2. TAE Buffer (50%)

50x’lik TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) tamponu 242 g Tris-base, 57,1 mL asetik asit
ve 100 ml 0,5M EDTA’nin karigtirilip 1 litreye distile su ile tamamlanmasi ile elde

edilmistir. Agaroz jelde kullanilirken tampon 1x’e sulandirilarak kullanilmigtir.

2.4.3 LB Broth ve LB Agar

LB broth’un hazirlanmasi i¢in  Kimyasallar saf suda ¢oziilip 1 L hacme
tamamlanmistir. 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Tablo 2.4). LB
agarin hazirlanmasi i¢in agar hari¢ kimyasallar saf suda ¢6ziiliip 1L hacme tamamlanip

agar eklenmistir. 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Tablo 2.5).

Tablo 2.4: LB broth igerigi.

Igerik Miktar

Nutrient broth | 10 g

Yeast extract |59

NaCl 8¢

Tris base 0,529

Tablo 2.5: LB agar igerigi.

Icerik Miktar

Nutrient broth | 10 g

Yeast extract |5g

NaCl 8¢

Agar 159

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

E. coli hiicrelerinde C3G iiretiminin optimizasyonu i¢in kullanilan AMM besiyerinin

hazirlanisina dair ayrintili bilgi asagida verilmistir.
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10X tuz ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in hassas terazide ilgili kimyasallar tartildiktan
sonra beher i¢ine eklenerek, 300 ml suda manyetik karistirict ile ¢ozdiiriildii. Meziirde
hacim 500 mL’ye tamamlandiktan sonra shot siseye aktarildi. Daha sonra AMM
besiyeri icinde MgSO4’in ¢okmemesi i¢in fosforik asit (Sigma) ile pH 6.49’a
ayarlandi. Filtre sterilizasyonu (0,45 pum siringa ucu filtre ile) yapilarak, oda

sicakliginda saklanmistir (Tablo 2.6).

Tablo 2.6: 10X tuz ¢ozeltisi igerigi.

Icerik Miktar

KH,PO, 1754

KHPO, 25

(NH.),HPO, | 17,5 g

1 M CaCl; ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 14,70 g CaCl2 tartilip suda ¢6ziiliip, 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/L thiamine HCI’in hazirlanmasi igin 0,01 g thiamine HCI tartilip 20 mL su i¢inde
¢coziilmustiir. Filtre sterilizasyonu (0,45 pm siringa ucu filtre ile) yapildiktan sonra,
eppendorflara aktarilmis ve eppendorflar alliminyum folyo ile kaplanip (¢6zeltinin 151k

hassasiyeti oldugu icin) -20°C’ de muhafaza edilmistir.

1 M MgS0O4.7H20 ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 246,47 g MgSO4.7H20 tartildiktan
sonra once 700 mL suda ¢ozdiiriildii. Meziir ile hacmi 1000 mL’ye tamamlanip
tamamlandi ve manyetik karistiricida tekrar homojenize hale getirildi. Ardindan
laminar akish kabinde filtre sterilizasyonu yapilarak ve oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

%50’lik glukoz ¢ozeltisinin hazirlanmasi icin 100 g glukoz tartildiktan sonra 80 mL
suda ¢ozdiirildii. Meziir ile hacmi 200 mL’ye tamamlanip manyetik karistirict ile
homojen hale getirildi. Ardindan laminar akigh kabinde filtre sterilizasyonu yapilarak

ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Mikroniitrient ¢6zeltisinin hazirlanmasi i¢in Tablo 2.7°deki ilgili kimyasallar hassas

terazide tartilip beher igine alindi ve 40 mL suda ¢ozdiiriildii. Meziirde hacim su ile 50
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mL’ye tamamlandi. Ardindan laminar akigh kabinde filtre sterilizasyonu yapildi ve

oda sicakliginda muhafaza edildi.

Tablo 2.7: Mikroniitrient ¢ozeltisi igerigi.

Icerik Miktar

(NH4)6Mo0-0244H-0 | 0,009 g

HsBOs 0,063 g
CuSO,4 0,006 g
MnCl, 0,040 g
ZnSO, 0,007 g

10X MOPS c¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in MOPS ve Trisin tartilip 800 ml suda
¢ozdiiriildi. 10 M KOH ile (10-20 mL) pH’1 7,4’e ayarland1 ve sirastyla ilgili
kimyasallar tartilip ¢ozeltiye eklendi. 200 pl/L mikroniitrient karisimdan eklendi.
Manyetik karistirictda homojenize hale getirilip hacmi 1000 mL’ye tamamlandi.
Ardindan laminar akisli kabinde filtre sterilizasyonu yapildi ve 50 mL’lik falkon
tiiplere ayrildi. Sonrasinda -20°C’de muhafaza edildi (Tablo 2.8).

Tablo 2.8: 10X MOPS ¢ozeltisi igerigi.

Icerik Miktar
MOPS 83,72¢g
Tricine 7,179

FeSO,e7H,0 | 0,03 g

NH.CI 510¢
K2S04 0,48 ¢
MgCl; 1,10¢
NaCl 29,20 g

1000 X ampisilin ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 0,80 g ampisilin tartildiktan sonra 10
mL suda vorteks ile ¢oziilmiistiir. Filtre sterilizasyonu ile 1,5 mL’lik eppendorflara

aktarildiktan sonra -20°C’de muhafaza edilmistir.
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1000 X streptomisin ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 0,50 g streptomisin tartildiktan
sonta 10 mL suda vorteks ile ¢ozdiiriildii. Filtre sterilizasyonu ile 1,5 mL’lik
eppendorflara aktarilarak -20°C’de muhataza edilmistir.

Yukarida belirtilen tiim ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra, Tablo 2.9°da belirtilen

Olciilerde karigtirilarak AMM besiyeri hazirlanmastir.

Tablo 2.9: %2 Glukoz igeren AMM besiyeri bilesenleri (1 litre igin).

Stok Cozeltileri Hacim
10x Tuz Stok Cozeltisi 100 mL
50% Glukoz 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
dH.0 756,9 mL

Laminar akisli kabinde, CaCl>’iin ¢okmemesi i¢in Oncelikle su eklenerek ¢ozelti
hazirlanmaya baslandi. 10x Tuz Stok Cozeltisi ve %50’lik glukoz ¢6zeltisi eklendikten
sonra optimizasyon kosuluna uygun miktarda kazaminoasit eklendi. Sonrasinda diger

icerikler de eklenip ¢ozelti hazirlandi.

2.5. Glutatyon S-Transferaz Geninin (GtGST) Sentezi

Gentiana triflora x Gentiana scabra Albireo bitkisine ait GtGST glutatyon S-
transferaz (GST) geni, Ndel (5’ ucu) ve Kpnl (3° ucu) restriksiyon enzim kesim
bolgelerini igerecek sekilde sentetik olarak sentezlenmis, ekspresyon verimliligini
artirmak amaciyla Escherichia coli i¢in kodon optimizasyonu uygulanmis ve pUC57

vektoriine klonlanmig olarak GenScript firmasindan temin edilmistir.

Kodon optimize gen dizilimi Sekil 2.1°deki gibidir.
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6 GenScript Make Research Easy

5. Optimized Sequence(Optimized Sequence Length:642, GC%:54.91)

GCGGTGAAGGTTTATGGTCCGGTTACCGCGGETTGCCCGCAGCGTGTGATCGTTTGCCTGATTGAGATGGGTGTG
GAGTTCGAAACCGTTCACATCCACCTCCTTAGCGGCGAACACAAGAAACCCCATTTCCTGCTGCTGCAGCCGTTT
GGTCAACTCCCGGTTATCCACCACCCCGATTTCCCTCTCTTTCAAAGCCGTCCCATTGTGCCTTACTATCCCCCG
AACTATGCGGACAAAGGTCCCAACCTGCTGGGCACCACCCTGGAGGAAAAGGCGCGCGGTTGACCAGTCGCTGGAA
GTGGAAAGCCACAACTTTAACGATCTCGTGGTTGCGCTCETTCTGCAAATCCAGGTCCTGCCGCGTATGGGTATT
CCGACCGACAGCAGCCTGGTTCAGGATACCATTAACAAGCTGCAAAACGTGCTGGATGTTTACGAGCAACGTCTG
AGCCCTAGCAAATATCTGGCCGGCCACCAATTCACCATCCGCGCATATCTCCCACCTGCCGGETATTAAATTTCTG
ACCACCGACGGTGGCGTTGGCGATCTCATCAAGGAACCTAAAAGCCTGAACTCCTCCTGGGCGCACATTAGCACGE
CGTCCGGCCTGGAAGAAAGTTCTGCATCTGATCAAGAAATAA

Sekil 2.1: GtGST nin kodon optimize gen dizilimi.

2.6. C3G Rekombinanti ve GST Rekombinanti Hiicrelerin
Transformasyonu

Tez kapsaminda, C3G rekombinant1 ve GST rekombinanti olarak iki grup hiicre

hazirlanmustir.
C3G rekombinantr: E. coli BL21 (DE3) - pPETM6-At3GT-m-PhANS ve pCDM4 (bos)

GST rekombinanti: E. coli BL21 (DE3) - pETM6-At3GT-m-PhANS ve pCDM4-
GtGST

Kullanilan plazmitler Sekil 2.2°de ayrintili olarak verilmisgtir.
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C 7 promote?

DET Upstream Primer #69214-3 | | RBS-1
3 s_flank_f \ / 3

(ColEL, pBR322 ori

358 |
“10Ap

PETM6-At3GT-m-PhANS
106 bp

Sekil 2.2: C3G iiretimi i¢in kullanilan plazmitler (A: pCDM4-GtGST, B: pCDM4, C:
PETM6-At3GT-m-PhANS).

C3G rekombinanti ve GST rekombinanti hiicreleri hazirlamak igin ilgili plazmitler

ayr1 ayr1 E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine transforme edilmistir.

2.7.-20 °C ve -80 °C Gliserol Stoklarinin Hazirlanmasi

Hiicreler direngli oldugu antibiyotigi igeren LB agar besiyerine ¢izgi metodu ile ekilip
37 °C’de inkiibe edilmistir. Gece boyu biiyliyen hiicrelerden tek koloni alinip
hiicrelerin direngli oldugu antibiyotigi iceren 3 mL LB besiyerine ekilip 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Gece boyu biiyiiyen hiicrelerden -20 °C stogu i¢in 625 uL
steril %80 gliserol + 375 puL kiiltiir, -80 °C stogu i¢in 375 pL steril %80 gliserol + 625
uL hiicre kiiltiirtinden eklenip stoklanmistir.
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3. YONTEM

Tez kapsaminda stoklama ve ekspresyon icin kullanilan bakteri soylar1 ve vektorler

Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1: Tez kapsaminda kullanilan bakteri soylar1 ve vektorler.

Bakteri soyu ya Ozellikleri Kullanilan Kaynakca
da vektor ismi antibiyotik
Escherichia coli F~, 80d lacZAM15, A(lacZY A-argF)U169, - Novagen
DH5a recAl, endAl, hsdR17(rk™, mk*), phoA,
supE44)", thil, gyrA96, relAl
Escherichia coli F-ompT gal decm rnel31 lon hsdSg (rs-ms-) - Invitrogen
BL21 Star™ MDE3)
(DE3)
pPETM6 ePathBrick expression vector, ColE1 ori, AmpR Ampisilin Xu vd.,
2012a

PETM6-At3GT- | pETM6 with At3GT and PhANS, monocistronic Ampisilin Cressvd.,

PhANS 2017
pCDM4 CloDF13, Str', with ePathBrick feature Streptomisin | P.Xu vd.,
2012a

Glutatyon S-transferaz geni (GtGST) sentetik olarak sentezlenmis ve pUCS57 vektori
icine klonlanmis bir sekilde temin edilmistir. E. coli DH5a kompetan hiicreleri
hazirlanmis ve GtGST genini igeren pUCS57 plazmiti kompetan hiicrelere transforme
edilmistir. Bu hiicrelerden plazmit izolasyonu gerceklestirilip pUCS57-GtGST
plazmitleri Ndel ve Kpnl enzimleri ile kesilip agaroz jelde yiriitillerek GtGST geni
jelden izole edilmistir. Elde edilen gen pCDM4 ekspresyon vektoriine klonlanarak E.

coli DH5a hiicrelerine transforme edilerek stoklanmistir.

3.1. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

pUCS57-GtGST vektorlerini E. coli DHSa hiicrelerine transforme etmek igin ilgili
hiicreler CaClz 1s1 soku yontemiyle kompetan hale getirilmesi i¢in -80 °C stoktan
alinan E. coli DH5a hiicreleri antibiyotiksiz LB Agar iceren petri kaplarina ekildi ve

37°C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin kat1 besiyerinden alinan tek
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koloni 50 ml antibiyotiksiz LB besiyerinde 37°C’de 200 rpm’de OD600 degeri 0,65
araligina gelene kadar inkiibe edilmistir. Metabolizmay1 yavaslatip bdoliinmeyi
durdurmak i¢in bakteriler steril santrifiij tiiplerine aktarilarak 5 dakika buzda
sogutulmustur. 1000 g’de 4°C’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra pellet, 20 ml’lik improved buffer ile resuspense edilmis ve 5
dakika buzda bekletildikten sonra 1000 g’de 4°C’de 10 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Tekrardan slipernatant uzaklastirilmis ve pellet 20 mL’lik improved buffer
ile resuspense edilmis ve 5 dakika buzda bekletildikten sonra 1000 g’de 4°C’de 6
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilip pellet lizerine 4 mL taze

improved buffer eklenip ¢ozdiiriilerek -80°C’ye stoklanmustir.

3.2. E. coli DH5a Hiicrelerine pUC57-GtGST Plazmitinin
Transformasyonu

45 ulL kompetan E. coli DH5a hiicresi igeren eppendorf tiiplere, 100 ng pUC57-GtGST
eklenerek 20 dakika buzda, 50 saniye 42°C su banyosunda, sonrasinda 2 dakika buzda
bekletilmistir. 950 pL LB besiyeri eklenip 50 dakika 37°C’de bekletilip 2000 g’de 4
dakika santrifiij edilmistir. 800 pL’lik siipernatant uzaklastirilip, pellet ¢ézdiirtiliip 20
mL LB Agar besiyerine (80 pg/mL ampisilin) ekilerek 37°C’de inkiibe edilmistir.
Olusan tek kolonilerden alinarak 5 mL’lik LB besiyerinde (80 pg/mL ampisilin)
37°C’de 200 rpm’de sivi gece boyu inkiibe edilmistir. Sonrasinda pUCS57-GtGST
plazmitiyle transforme olmus E. coli DHS5a hiicreleri -20 °C ve -80 °C’ye

stoklanmustir.

3.3. Miniprep Protokolii

pUCS57-GtGST vektoriinii igeren E. coli DH5a hiicrelerinden vektorlerin eldesi igin
Monarch® Plasmid Miniprep Kit NEB #T1010S/L kullanilmistir. Bu yontem standart
hiicre stispansiyonunu, alkalin lizizi ve notralizasyon adimlarin1 kullanarak

hiicrelerden plazmitin eldesini saglar.

pUC57-GtGST vektorleriyle transforme olmus E. coli DHS5a hiicreleri gece boyu LB
besiyerinde biyiitiildiikten sonra, 3.500 g’de 20 dakika 4°C’de santrifiijlenip
stipernatant1 uzaklagtirilmistir. Hiicre pelleti 200 pL kit igerigindeki Plasmid

Resuspension Buffer (B1) ile resiispense edilmistir. Hiicreler 200 pL kit icerigindeki
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Plasmid Lysis Buffer (B2) ile 1 dakika inkiibe edilip liziz edilmistir. Lizat, kit
icerigindeki 400 pL’lik Plasmid Neutralization Buffer (B3) ile 2 dakika inkiibe edilip
noétralize edilmistir. 5 dakika 16.000 g’de santrifiij edilip siipernatant spin column’a
aktarilip 16.000 g’de 1 dakika inkiibe edilip flow-through atilmistir. RNA’lari,
proteinleri ve endotoksinleri uzaklastirmasi i¢in kolona 200 pL kit icerigindeki
Plasmid Wash Buffer 1 eklenip 16.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Kolona 400
ul kit igerigindeki Plasmid Wash Buffer 2 eklenip 16.000 g’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Plazmitleri elde etmek i¢in kolon 1,5 mL’lik microfuge tiiptine alinip 30 uL.
ddH20 kolona eklenip 1 dakika inkiibe edilmis, sonrasinda da 16.000 g’de 1 dakika

santrifiij edilmistir.

3.4. Klonlama Protokolii

GtGST geninin etkisinin belirlenmesi i¢in bu gen ekspresyon vektorii pCDM4’e
klonlanmigtir. Bu amagla, oncelikle GtGST geni iginde bulundugu pUCS57-GtGST
plazmitinden ¢ikarilarak pCDM4 vektoriine klonlanmistir. Her iki plazmit bu amagla,
Ndel ve Kpnl-HF restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Reaktantlar Tablo 3.2°de
gosterildigi miktarda eklenip pipetlenerek karistirilmigtir. 37°C’°de 15 dakika inkiibe

edilmistir. Enzimlerin inaktivasyonu ic¢in kesim sonrasinda 20 dakika 65°C’de

bekletilmistir.

Tablo 3.2: Restriksiyon enzim kesim tepkimesi.
Reaktantlar pUC57-GtGST pCDM4
DNA (1000 ng) 7 uL 15 uL
rCutsmart Buffer (10X) 3uL 3uL
Ndel (20 U/mL) 1 pL 1 puL
Kpnl (20 U/mL) jgne 1L
dHO 18 uL 10 puL
Toplam 30 uL 30 uL

Ndel ve Kpnl restriksiyon enzimleriyle kesilen pUC57-GtGST ve pCDM4 vektorleri
1% TAE tamponu ile hazirlanmig %1°lik agaroz jel elektroforezine 1 kb DNA belirteci
ile yiiklenip belirtecin bantlar1 agilana kadar 110 volt’ta 30-45 dakika yiiriitiilmiistiir.
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GtGST genini ve pCDM4 vektdrlerini iceren jel kisimlart steril bistiiri ile kesilerek 1,5
mL’lik microcentrifuge tiiplerine aktarilmistir. Gen ve vektoriin jelden ekstraksiyonu
i¢cin Eco Pure Gel Extraction Kit kullanilmistir. Jellerin agirliklar 6l¢iiliip jel agirligina
gore kullanilacak buffer miktarlari hesaplanmistir. Her 100 mg jel i¢in 300 pL EcoPure
Baglanma tamponu eklenip 10 dakika siire i¢cin 55°C’lik sicak su banyosuna konarak
2 dakikada bir vortekslendi. Coziinen jellere her 100 mg agaroz jel i¢in 150 pL
izopropanol eklendi. Cozelti kolona aktarilarak 16.000 g’de 30 saniye santrifiij yapildi.
Flow-through atilip 700 uLL EcoPure Yikama tamponu kolona eklenip 16.000 g’de 30
saniye santrifiij yapildi. Flow-through atilarak bos kolon 16.000 g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Kolon 1,5 mL’lik eppendorf tiipe aktarilarak tizerine 30 uL. ddH»O eklendi ve
1 dakika oda sicakliinda inkiibe edildi. Ardindan 16.000 g’de santrifiijlenerek elde
edilen DNA -20 °C’ye kaldirildi.

Jelden elde edilen GtGST geni ve pCDM4 vektoriiniin ligasyonu T4 DNA ligaz (NEB
T4 DNA Ligase M0202S) enzimi ile gerceklestirilmistir. Tablo 3.3’e gore 50 ng
pCDM4’¢ 1/3 oranda GtGST geni, 1x ligasyon tamponu ve 1 uL. T4 DNA ligaz enzimi
ile gece boyu 16 °C’de inkiibe edilmistir.

DNA pargalarinin konsantrasyonlari nanodrop ile tayin edildi. Birbirini tamamlayan
kesim noktalarina sahip lineer pCDM4 vektorii ve GtGST geni ligasyon igin
kullanilmistir: Ligasyon islemi i¢in T4 DNA ligaz enzimi kullanilmigtir. T4 DNA ligaz
protokoliine gore ligasyon oranlari hesaplanmistir (3.1). 50 ng pCDM4 ile 1:3 molar
oran verecek sekilde GtGST geni, 1x ligasyon tamponu i¢inde 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’de 10 dakika inaktivasyon yapildi.

gereken insert kiitlesi (g) = istenen insert/vektor mol oran1 X
vektoriin kiitlesi (g) X insert uzunlugunun vektér uzunluguna orani

3.1)
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Tablo 3.3: Ligasyon tepkimesi.

Reaktantlar Hacimler
Insert DNA (GtGST) (50 ng) 6,25 uL
Vector DNA (pCDM4) (37,5 ng) 1,75 uL
T4 DNA Ligaz buffer 2 uL
dH,O 10 uL
T4 ligaz 1 uL

pCDM4-GtGST ligasyon firtinleri 6nceki adimlarda yapildigr gibi CaCl> metodu ile
kompetan E. coli DH5a hiicrelerine aktarilmistir. Bunun i¢in 2,5 uL pCDM4-GtGST
plazmiti 50 pL kompetan hiicreye transforme edilmistir. 50 mg/mL streptomisin iceren
besiyerinde biiyiitiilen koloniler 50 mg/ml streptomisin iceren LB siv1 besiyerinde 37
°C’de 16 saat blyiitiilmiistiir. Biiyiitiilen kiiltiirlerden hem -20 °C ve -80 °C gliserol
stoklar1 atilmis hem de klonlarin enzim kesimi ve PCR ile dogrulanmasi i¢in plazmit

izolasyonu yapilmistir.

3.5. Klonlarin Dogrulanmasi

3.5.1. Restriksiyon Enzim Kesimi ile Klonlarin Dogrulanmasi

Klonlarin dogrulanmas: i¢in elde edilen plazmitler tekli ve ikili olarak restriksiyon
enzimleri ile kesilmistir. Ikili kesim i¢in Tablo 3.4’te verilen miktarlarla Ndel ve Kpnl
restriksiyon enzimleriyle yapilmistir. Reaktantlar 37 °C’deki su banyosunda 45 dakika

inkiibe edilmistir. %1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.
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Tablo 3.4: pCDM4-GtGST plazmitinin Ndel-Kpnl restriksiyon enzimi ile kesimi.

Reaktantlar Miktar
DNA (1000 ng) 5uL
rCutsmart buffer 2 uL
Ndel restriksiyon enzimi (20 U/mL) 1 uL
Kpnl restriksiyon enzimi (20 U/mL) 1 pL
dHO 11 puL
Toplam 20 uL

Klonlarin Ndel-Kpnl enzimleri ile dogrulamasi yapildiktan sonra Xhol restriksiyon
enzimi ile tekli kesimi Tablo 3.5’e¢ gore yapilmistir. Reaktantlar 37°C’deki su
banyosunda 45 dakika inkiibe edilmistir. %]1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek

goriintiilenmistir.

Tablo 3.5: pCDM4-GtGST plazmitinin Xhol restriksiyon enzimi ile kesimi.

Reaktantlar Miktar
DNA (1000 ng) 5 uL
rCutsmart Buffer (10X) 2 uL
Xhol (20 U/mL) 1 puL
dH,O 12 uL
Toplam 20 pL

3.5.2. PCR ile Dogrulama

pCDM4-GtGST vektorleriyle transforme edilen E. coli DH5a hiicreleri ayrica koloni
PCR yéntemi ile de dogrulanmistir. Bunun igin INtron Taqg DNA Polimeraz (Kat. No.
30221847), T7 forward (F-5’-TAATACGACTCACTATAGGG) ve T7 reverse (R-5-
GCTAGTT ATTGCTCAGCGG) primerleri ile Tablo 3.6’ya gore hazirlanan
reaktantlarla Tablo 3.7’daki dongiiye gore PCR yapilmistir. PCR firtinleri %1°lik
agaroz jele 10 ul DNA ve 2 pl yiirlitme boyas1 olacak sekilde GeneRuler 1Kb Plus
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DNA belirteci ile birlikte yiiklenip 80 volt’ta yiiriitiiliip analiz edilmistir. Kontrol
olarak ayrica bos pCDM4 plazmiti de T7 primerleri ile ¢ogaltilmistir.

Tablo 3.6: PCR protokolii reaktantlarr.

i-Taq PCR Protokol Reaktantlari Hacim
10 x PCR buffer 2,5 uL
MgCl, (25 mM) 2,5 uL
dNTP (200 uM) 2 ul
Plazmit DNA (100 ng) (pCMD4-G¢GST) 1 uL
Forward T7 primer (250 nM) 1 uL
Reverse T7 primer (250 nM) 1 uL
i-Taq DNA polimeraz 1 pL
dHO 14 pL
Toplam 25 uL

Tablo 3.7: PCR dongiisti.

Program Sicaklik (°C) Zaman Doéngii Sayist
On denatiirasyon 95 5dk -
Denatiirasyon 95 30s

Baglanma 50 30s %30 dongii
Uzama 72 1 dk

Son Uzama 72 10 dk

3.6. GST Rekombinanti ve Siyanidin 3-O-Glukozit Ureticisi
(C3G) E. coli BL21 (DE3) Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Yapilan bu tez ¢alismasiyla GST geninin (GtGST) C3G iiretimine olan etkisinin
belirlenmesi amaglanmaktadir. E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinde C3G iiretiminde Prof.
Dr. Mattheos A. G. Koffas’in hediye ettigi ampisilin diren¢ geni iceren pPETM6-
At3GT-PhANS plazmiti kullanilmigtir. GtGST geni streptomisin diren¢ geni
barindiran pCDM4 plazmitine klonlandigindan GST rekombinantt ve C3G
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rekombinant1 hiicrelerin kiiltiir kosullarinin benzer olabilmesi i¢in kontrol grubu

hiicrelere ayrica bos pCDM4 plazmiti eklenmistir (Cress vd., 2017).
C3G rekombinanti: E. coli BL21 (DE3) — pETM6-At3GT-m-PhANS + pCDM4

C3G iireticisi pETM6-At3GT-m-PhANS ve bos pCDM4 plazmitleri 6nceki anlatildig:
sekilde hazirlanmis olan E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine CaClz 1s1 soku metodu ile
aktarilmigtir (Yontem 3.2). Transformantlar 80 pg/ml ampisilin ve 50 pg/ml
streptomisin igeren LB agar besiyerine yayma ekim yontemi ile ekilip gece boyu 37
°C’de inkiibe edildi. Her iki plazmitteki antibiyotik diren¢ genlerine duyacagi

ihtiyactan dolayi biiyliyen koloniler transformant kabul edildi.

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

C3G dreticisi pPETM6-At3GT-m-PhANS ve GtGST genini tastyan pCDM4-GtGST
plazmitleri 6nceki anlatildigi sekilde hazirlanmis olan E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine
CaCl, 1s1 soku metodu ile aktarilmistir (Yontem 3.2). Transformantlar 80 ug/ml
ampisilin ve 50 pg/ml streptomisin i¢eren LB agar besiyerine yayma ekim yontemi ile
ekilip gece boyu 37 °C’de inkiibe edildi. Her iki plazmitteki antibiyotik direng

genlerine duyacagi ihtiyagtan dolay1 biiyiiyen koloniler transformant kabul edildi.

Her iki grup i¢in tek kolonilerden LB besiyerinde 37 °C’de gece boyu c¢alkalamali
inkiibatorde kiiltiir baslatilip ertesi giin -20 °C ve -80 °C stoklar1 yapilmistir.

Tablo 3.8: GST geninin C3G iireten hiicrelere transformasyonu.

Nanodrop Transformasyon i¢in | Transformasyon Kompetan
Olctimleri kullanilan miktar PhANS miktari Hiicre Miktar1
(pCDM4-genler)

GIGST 1892 ng/uL 13 L 1,7 uL 50 uL

pCDM4 125,1 ng/uL 1,8 uL 1,7 uL 50 uL

C3G rekombinant1 E. coli BL21 (DE3) hiicreleri C3G {iretici plazmit olan pETM6-
At3GT-m-PhANS’yi ve bos pCDM4 plazmitine sahiptir. Tez kapsaminda C3G
tiretimine etkisini degerlendirmek istedigimiz GtGST igeren hiicreler ise C3G {iretici
PETM6-At3GT-m-PhANS plazmiti ve pCDM4-GtGST plazmitlerini igeren E. coli
BL21 (DE3) hiicreleridir.
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3.7. Biiyiime Egrisinin Hazirlanmasi

15 mL’lik Falcon tiip igerisinde 3 mL LB besiyerinde (50 ug/mL streptomisin ve 80
pg/mL ampisilin) gece boyu biiyiitiilen pETM6-At3GT-m-PhANS ve pCDM4-GtGST
plazmitlerine sahip C3G iireticisi E. coli BL21 hiicrelerinden 200 pL alinip 100 mL’lik
Erlen igerisindeki 20 mL’lik AMM besiyerine (50 pg/mL streptomisin ve 80 pug/mL
ampisilin) aktarilarak 37°C’de 200 rpm’de biiyiitiildii. Cesitli slirelerde ODeoo’de

absorbans degerleri dlgiilerek biiyiime egrisi grafigi hazirlandu.

3.8. Katekin Substrati, IPTG ve HPLC Cozeltilerinin
Hazirlanmasi

e Katekin (50 g/L): C3G’nin iretildigi AMM besiyerinde substrat olarak
kullanilan katekin ¢ozeltisi, 500 mg katekinin [(+) Catechin Hydrate] 10 mL
DMEF:Etanol’de (8/2) ¢oziilmesiyle elde edilmistir. 1,5 mL’lik eppendorf
tiiplerde -20 °C’de saklanmustir.

e PTG (50 mM): C3G’nin iiretilmesi i¢in hiicreleri uyarmada kullanilan IPTG,
50 mM’lik son hacim i¢in 0,12 g toz IPTG’nin 10 mL ampul suda ¢oziiliip
filtre sterilizasyonu yapilmasiyla elde edilmistir. 1,5 mL’lik eppendorf tiiplerde
-20 °C’de saklanmustir.

e HPLC solventleri: HPLC analizinde kullanilan A ve B ¢ozeltileri asagidaki

sekilde hazirlanmislardir.

A Cozeltisi: %0,1 formik asit i¢eren asetonitril ¢ozeltisi i¢in 1 ml formik asit 1000 ml

asetonitril ile karigtirildi.

B Cozeltisi: %0,1 formik asit iceren asetonitril ¢ozeltisi i¢in 1 ml formik asit 1000 ml

ultra saf su ile karistirildi.

3.9. Kiiltiir Sartlar1 Optimizasyonu

GtGST rekombinant1 ve C3G rekombinanti E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinin C3G
iretimi i¢in Oncelikle hiicreler -20 °C stoklarindan 80 mg/L ampisilin ve 50 mg/L
streptomisin iceren LB besiyerinde 37 °C, 175 rpm c¢alkalamada on kiiltiire
alimmuslardir. 16 saat biiyiimeden sonra 5 mL hacimli 48 kuyulu plakalarda (VWR) 1
mL AMM besiyerine inokiile edilmislerdir. Plakalar steril kiiltiir kapaklartyla (VWR
60941-086) kapatilarak 37 °C’de 3,5 saat 175 rpm’de biiyiitiilmiislerdir. 3,5 saatin
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ardindan ekspresyon i¢in hiicrelere IPTG ve katekin verilip 225 rpm’de 30 °C’de
inkiibe edilmislerdir. Kiiltiiriin farkli zamanlarinda HPLC analizi i¢in kiiltiirden alinan
ornek hacmine es hacimde metanol:HCl (MeOH:HCI — 100/1) ile karistirilip
vortekslenmis ve 2.000 g’de 15 dakika santrifiij edilerek st stvi HPLC analizine

alinmustir.

C3G rekombinant1 ve GST rekombinanti hiicrelerde C3G firetiminin arttirilmasi igin

yapilan optimizasyonlar Tablo 3.9°da 6zetlenmistir.

Tablo 3.9: C3G iiretiminin arttirtlmast i¢in yapilan optimizasyonlar.

Inokiilasyon oranlar1 IPTG uyarim zamani IPTG konsantrasyonu
%0,5 inokiilasyon 3,5sa 50 uM

%1 inokiilasyon 4,5 sa 100 uM

%2,5 inokiilasyon 5,5 sa 500 uM

%S5 inokiilasyon 1000 uM

%7,5 inokiilasyon

Glukoz veya siikroz | Ornek toplama zamanlari Farkli nitrojen kaynaklar1
konsantzggilan 18 sa Kasaminoasit (CA)
%2 veya v 21sa 2 g/L—4g/L),
24 sa CA + pepton 2 g/L, maya
eksrakt1 2 g/L)

3.10. HPLC Analizi

HPLC analizi i¢in, C3G iireticisi hiicreler optimize sartlarda biiytitiiliip bu kiiltiirlerden
ornekler alinip, esit hacimde (1:1) metanol:HCI (100:1) ¢ozeltisi ile karigtirilip
vortekslenmis ve 2.000 g’de 15 dakika santrifiij edilerek iist sivi alinmistir. 20 pul, 1,5
mL’lik HPLC vialleri i¢indeki insertlere (Isolab 1.097.05.111.100) aktarildi. Shimadzu
DGU-20A5R HPLC UV cihaz kullanildi. Ters faz Zorbax SB-C18, 5 um, 4,6x150
mm kolonda 0,5 mL/dk akis hizinda 10 pL 6rnek enjeksiyonuyla 520 nm’de 6l¢iim
yapilmistir. Hareketli faz olarak %0,1 formik asit igeren asetonitril (A) ¢ozeltisi
ve %0,1 formik asit i¢eren ultra saf su (B) ¢ozeltisi kullanilmistir. Kolon sicakligi
35 °C’de sabit tutulmustur. Kullanilan hareketli fazlarin oranlar1 Tablo 3.10’daki
gibidir.
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Tablo 3.10: HPLC analizinde kullanilan hareketli fazlarin oranlari.

Siire A Cozeltisi B Cozeltisi
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

Kalibrasyon egrisi icin MeOH:HCl’de (100/1) ¢6ziilmiis C3G standardindan 4,875
mg/L, 9,75 mg/L, 19,5 mg/L, 39 mg/L ve 78 mg/L konsantrasyonlarindaki 5 standart
hazirlanarak kullanildi. Bu amagla ilk olarak, 5 mg Siyanidin 3-O-glukozit kloriir
(GLPBIO) 1 mL saf DMSO’da ¢6ziilmiis daha sonra MeOH:HCI (100/1) ile seri
diliisyon yapilarak standartlar hazirlanmigtir. Tiim standartlar daha sonra -20 °C’de

saklanmustir.

3.11. C3G’nin UV-VIS Karakterizasyonu

C3G pigmentinin en ¢ok absorbsiyon yaptig1 dalga boyunun belirlenebilmesi i¢in UV-
VIS spektrofotometrisi yapilmistir. GtGST rekombinanti ve C3G rekombinanti E. coli
BL21 (DE3) hiicreleri dncelikle -20 °C stoklarindan 80 mg/L ampisilin ve 50 mg/L
streptomisin iceren LB besiyerinde 37 °C, 175 rpm ¢alkalamada on kiiltiire
alinmiglardir. 16 saat biiylimeden sonra 5 ml hacimli 48 kuyulu plakalarda (VWR) 1
mL AMM besiyerine inokiile edilmislerdir. Plakalar steril kiiltiir kapaklartyla (VWR
60941-086) kapatilarak 37 °C’de 3,5 saat 175 rpm’de biiyiitiilmislerdir. 3,5 saatin
ardindan ekspresyon i¢in hiicrelere IPTG ve katekin verilip 225 rpm’de 30 °C’de
inkiibe edilmislerdir. Kiiltiiriin farkli zamanlarinda HPLC analizi i¢in kiiltiirden alinan
ornek hacmine es hacimde metanol-HCI (MeOH:HCI — 100/1) ile karistirilip
vortekslenmis ve 4.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek 200 pl st sivi
spektrofotometrik analiz i¢cin 96 kuyucuklu plakaya eklendi. UV-VIS 6lgiimii 1 nm
dalgaboyu araliklariyla 420 nm-650 nm arasinda yapildu.
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4. BULGULAR

4.1 Glutatyon Transferaz Geni GtGST’nin Klonlanmasi ve
Transformasyonu

GtGST geni kodon optimize olarak sentezlenmis ve pUCS57 vektorii igerisinde temin
edilmistir. GtGST geninin ekspresyon vektorii olan pCDM4 igerisine klonlanmast igin

yapilan ¢alismalara ait bulgular asagida sunulmustur.

4.1.1. pUC57-GtGST l¢eren E. coli DH50 Hiicrelerinin
Plazmit Izolasyon Sonucu

pUCS7 vektorii igerisinde satin alinan GtGST genlerinin ekspresyon vektorii olan
pCDM4 igerisine klonlanmasi i¢in pUCS57-GtGST vektorii kompetan hale getirilmis
E. coli DHS5a hiicrelerine transforme edilip stoklanmis, sonrasinda bu hiicrelerden
Monarch® Plasmid Miniprep kiti ile plazmitler elde edilmistir. Ayni sekilde
stoklanmis olan pCDM4 igeren E. coli DH5a hiicrelerindeki plazmitler de Monarch®
Plasmid Miniprep kiti ile edilmistir. Izolasyon sonucunda elde edilen plazmitlerin
plazmit DNA konsantrasyonlari ve niikleik asit safligini belirten A260/A280 nanodrop

Ol¢tim sonuglar Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1: pUC57-GtGST igeren E. coli DHSa hiicrelerinin plazmit izolasyonuna ait
nanodrop 6l¢iim sonuglart.

Gen ve Plazmit Isimleri Nanodrop Olgiimleri A260/A280
GIGST 379,6 ng/uL. 1,83
pCDM4-1 128,9 ng/uL 1,80
pCDM4-2 135,1 ng/pL 1,83

4.1.2. GtGST Geninin pCDM4 Plazmitine Klonlanmasi

Elde edilen bu plazmitler, Ndel (New England Biolabs Ndel Restriction Enzyme
R0111S) ve Kpnl-HF (New England Biolabs Kpnl-HF Restriction Enzyme R3142S)
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restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de goriildigi gibi %1°lik

agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmistiir.

Sekil 4.1: E. coli DHSa hiicrelerinden elde edilen pCDM4 plazmitlerinin Ndel ve Kpnl
ile kesim sonucunun %1°lik agaroz jel analizi. M: DNA belirteci (Marker:
100 bp + 500 bp DNA ladder Thermo scientific, O’RangeRuler), 1 ve 2:
pCDM4 plazmiti.

5000 bp
2000 bp

500 bp

100 bp

Sekil 4.2: E. coli DHSa hiicrelerinden elde edilen pUCS57-GtGST plazmitlerinin Ndel
ve Kpnl ile kesim sonucunun %]1°lik agaroz jel analizi. M: DNA belirteci
(100 bp + 500 bp DNA ladder Thermo scientific, O’RangeRuler), GtGST:
kesilmis pUC57-GtGST plazmiti.

Bantlar beklendikleri biiytikliiklerde goriintiilenmistir ve pCDM4 ile GtGST bantlari

Monarch DNA Gel Extraction kiti ile jelden izole edilmis ve DNA konsantrasyonlari
nanodrop 6l¢timii ile belirlenmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2: GtGST geni ve pCDM4 plazmitinin agaroz jelden izolasyonu ile elde
edilen DNA konsantrasyonlari.

Gen ya da plazmit ad: DNA konsantrasyonu (ng/puL)
GtGST 6 ng/pL
pCDM4-1 29 ng/ulL
pCDM4-2 28 ng/ulL

Ndel ve Kpnl-HF kesimi sonucunda olusan yapiskan uglara sahip lineer pCDM4
vektorii ve GtGST geni ligasyon reaksiyonuyla birlestirilmis ve pCDM4-GtGST
olarak isimlendirilen ligasyon firlinleri kompetan E. coli DH5a hiicreleri i¢ine CaClz
1s1 soku metodu ile aktarilarak 50 pg/mL streptomisin igeren LB besiyerine ekilmistir.

Transformasyon isleminin ardindan koloniler elde edilmistir.

4.2. pPCDM4-GtGST Klonlarinin Molekiiler Dogrulanmasi

E. coli DHSo hiicrelerine pCDM4-GtGST vektorlerinin  transformasyonunun
dogrulanmasi icin olugsan koloniler sivi besiyerinde biiyiitiilerek kit ile plazmit
izolasyonu yapilmis ve elde edilen plazmitlerin dogrulanmasi i¢in restriksiyon enzim

kesimi (tekli ve ikili) ve PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir.

4.2.1. Xhol Restriksiyon Enzim Kesimi ile Klonlarin Dogrulanmasi

Xhol enzim kesimi sonucunda pCDM4-GtGST ig¢in 4407 bp boyutunda, pCDM4 i¢in
3810 bp boyutunda bantlar elde edilerek klonlama dogrulanmistir (Sekil 4.3).
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Marker

5000 bp
3810 bp

2000 bp

Sekil 4.3: Xhol ile enzim kesimi ile dogrulama (Marker: O’RangeRuler 100 bp+500
bp DNA Ladder ready-to-use).

4.2.2. Kpnl ve Ndel Restriksiyon Enzim Kesimi ile Klonlarin
Dogrulanmasi

Ndel ve Kpnl enzimleri ile kesim sonucunda pCDM4-GtGST igin 3756 bp ve 651 bp
(GtGST’yi igeren) boyutlarda, pCDM4 igin ise 3756 bp boyutunda (54 bp’lik ikinci
bant jel disinda kalmistir) bantlar elde edilerek klonlama dogrulanmistir (Sekil 4.4).

Marker GtGST

5000 bp
3756 bp

500 bp

Sekil 4.4: Ndel ve KpnlI enzim kesimi ile klonlarin dogrulanmasi (Marker:
O’RangeRuler 100 bp+500 bp DNA Ladder ready-to-use).
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4.2.3. PCR ile Klonlarin Dogrulanmasi

pCDM4-GtGST vektorleriyle transforme edilen E. coli DH5a hiicreleri ayricaPCR
yontemi ile de dogrulanmistir. Bunun i¢in iTaq DNA polymerase enzimi, T7
primerleri ile PCR yapilmistir. PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde analiz edilmistir.
Sekil 4.5’te gosterilen jel goriintiisii, pPCDM4-GtGST plazmitinin ilgili geni i¢erdigini
PCR sonucunda beklenen 853 baz ¢iftlik bant ve pCDM4 plazmitinin T7 primerleri ile
PCR’1 sonucunda vermesi gercken 256 baz ¢iftlik bant ile klonun dogrulugu

onaylanmastir.

Sekil 4.5: PCR ile klonlarin dogrulanmas.

4.3. C3G Rekombinanti ve GST Rekombinanti E. coli BL21
(DE3) Hiicrelerinin Transformasyonu

Tez kapsaminda, C3G fiireticisi hiicreler olarak iki grup hiicre hazirlanmistir.
C3G rekombinanti: E. coli BL21 (DE3) - pETM6-At3GT-m-PhANS- pCDM4 (bos)

GST rekombinantr: E. coli BL21 (DE3) - pETM6-At3GT-m-PhANS + pCDM4-
GIGST
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C3G rekombinant1 ve GST rekombinant1 C3G iireticisi hiicreleri hazirlamak i¢in ilgili
plazmitler ayr1 ayr1 E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine transforme edildikten sonra 80
pg/mL ampisilin ve 50 pg/mL streptomisin igeren LB agar besiyerine aktarilmistir.
Her iki antibiyotigi de iceren besiyerinde biiyiiyebilen kolonilerin ilgili plazmitleri
tasidig1 bu sekilde dogrulanmistir. Uretim sonucunda elde edilen antosiyaninler Sekil

4.7°de gosterilmistir.

Sekil 4.6: C3G rekombinant1 (sol) ve GST rekombinant1 (sag) hiicrelerden elde edilen
C3G ornekleri.

4.4. Siyanidin 3-O-Glukozit (C3G Ureticisi) E. coli BL21
(DE3) Hiicrelerinin Biiyiime Egrisi

C3G iiretiminin optimizasyonu 6ncesinde %2 glukoz, 2 g/L casaminoacid, 50 pg/ml
streptomisin ve 80 pg/ml ampisilin igeren AMM besiyerine ekilerek 37°C’de 200
rpm’de biiyiitiilen C3G rekombinant1 ve GST rekombinanti E. coli BL21 hiicrelerinin
cesitli zamanlarda alinmig ODsoo absorbans degerleriyle hazirlanmis biiylime egrisi
grafikleri Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da verilmistir. Sonuglar, hiicrelerin 3. saatten sonra
logaritmik fazda oldugunu ve 7. saat sonrasinda duragan faza ge¢gmeye basladigini

gostermektedir.
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Sekil 4.7: GST rekombinanti E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinin biiyiime egrisi grafigi.
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Sekil 4.8: C3G rekombinanti E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinin biiyiime egrisi grafigi.

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

C3G pigmentinin maksimum 151k absorbsiyonunun (Amax) belirlenebilmesi i¢in
kiiltirden toplanan Ornekler esit hacimde metanol:HCI (100:1) ile karistirilip
vortekslenmis ve 2.000 g’de 15 dakika santrifiij edilerek iist stvi alinmistir. Alinan bu
orneklerin daha sonra UV-VIS spektrofotometrisi  yapilmistir. UV-VIS

karakterizasyonlari, 1 nm araliklarla ve 420-650 nm arasinda dlgiilerek maksimum 11k
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absorbsiyonlart (Amax) belirlenmistir (Sekil 4.10). Elde edilen sonug, C3G plazmitinin

maksimum absorbansinin 520 nm oldugunu gostermistir.

1,2

Aborbans
o o o
SN (o)) 0]

o
)

200 300 400 500 600 700
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.9: Hiicre kiiltiiriinden elde edilen C3G’nin UV-VIS karakterizasyonu.

4.6 C3G Standartlariyla Yapilan Kalibrasyon Egrisi

Satin alinan C3G standardindan 4,875 mg/L; 9,75 mg/L; 19,5 mg/L; 39 mg/L; 78 mg/L
konsantrasyonlarin ~ HPLC  analiziyle saptanan absorbans  degerlerinden,
orneklerimizin konsantrasyonunu hesaplamak i¢in kalibrasyon egrisi c¢ikarilmistir

(Sekil 4.11).
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Sekil 4.10: C3G standardi kalibrasyon egrisi.

4.7. Siyanidin 3-O-glukozit (C3G) Uretimi Icin Kiiltiir
Sartlarinin Optimize Edilmesi

4.7.1. Kiiltiir Hacim Oraninin C3G Uretimine Etkisi

Kiiltiir kosullar1 optimizasyonunda farkli kiiltiir hacim oranlarmin siyanidin 3-O-
glukozit tiretimindeki etkisini gozlemleyebilmek igin %2 glukoz ve 2 g/L kasaminoasit
(CA) iceren hacmen %20, %30, %40 ve %50 AMM medium’a (5 mL’lik 48 kuyucuklu
plakalar icerisine 1 mL, 1,5 mL, 2 mL veya 2,5 mL olacak sekilde AMM besiyeri), 16
saat biiyiimiis hiicrelerden hacmen %2,5 inokiilasyon yapildi. Inokiilasyonun 3,5.
saatinde 1 g/L katesin onciil molekiilii eklenip 0,05 mM IPTG ile uyarildiktan 24 saat
sonra ornekler toplandi. C3G konsantrasyonlar1 Sekil 4.12°de verilmistir. En yiliksek
C3G iiretimi (C3G rekombinant1 11,32 mg/L C3G ve GST rekombinantlarinda 33,26
mg/L) %20 kiiltlir hacim oraninda elde edilmistir. En diisiik C3G tiretimi ise (kontrolde
5,07 mg/L ve GST rekombinantinda 13,63 mg/L) %50 kiiltiir hacim oraninda elde
edilmistir. Sonuglardan yola ¢ikilarak, biitiin optimizasyon ¢aligmalaria %20 kiiltiir

hacim orani ile optimizasyona devam edilmistir.
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Sekil 4.11: Kiiltiir hacim oraninin C3G iiretimine etkisi.

4.7.2. Farkh Nitrojen Kaynaklariin C3G Uretimine Etkisi

Farkli amino asit kaynagi ve miktarinin C3G {iretimine etkisini denemek i¢in 2 g/L.
kasaminoasit (CA), 4 g/L kasaminoasit (2CA), 2 g/L kasaminoasit + 2 g/L pepton (CA
+ pepton), 2 g/L kasaminoasit + 2 g/L. maya 6ziitli (CA + yeast extract) iceren AMM
besiyerleri kullanilmigtir. Bunun igin %2 glukoz igeren hacmen %?20’lik AMM
besiyerine %2,5’luk 6n kiiltiir inokiilasyonu yapilmstir. Inokiilasyonun 3,5. saatinde
1 g/L katekin onciil molekiilii eklenip 0,05 mM IPTG konsantrasyonu ile uyarildiktan
24 saat sonra ornekler toplanmistir. C3G konsantrasyonlar1 Sekil 4.13’de verilmistir.
Bu kosullar altinda 2 g/L. kasaminoasit i¢eren besiyerinde GST rekombinanti (24,4
mg/L) C3G rekombinantinin (6,11 mg/L) 4 kat1 C3G iireterek en ¢ok C3G {iretimini

saglamigtir.
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Sekil 4.12: Amino asit kaynaginin C3G iiretimine etkisi.

4.7.3. C3G Uretiminin Arttirilmasinda Kiiltiirlerin Inokiilasyon
Oramnin Etkisi

Kiiltiir kosullar1 optimizasyonu i¢in C3G rekombinanti ve GST rekombinanti hiicreler,

%2 glukoz ve 2 g/L kasaminoasit 80 pg/mL ampisilin ve 50 pg/mL streptomisin i¢eren

AMM besiyerine hacmen %0,5; %1; %2,5; %5 ve %7,5 oraninda inokiile edilmistir.

Inokiilasyonun 3,5. saatinde 1 g/L katesin dnciil molekiilii eklenip 0,05 mM IPTG ile

uyarildiktan 24 saat sonra 6rnekler toplanarak C3G oran1 HPLC ile analiz edilmistir.

En yiiksek C3G iiretimi GST rekombinanti hiicrelerde %1 inokiilasyon oraninda
(46,15 mg/L) elde edilirken, ikinci en yiiksek C3G tiretimi %2,5 inokiilasyon (33,26
mg/L) orani ile saglanmistir. En diisiik C3G iiretimi ise %7,5 inokiilasyon ile baglatilan

kiiltiirde ger¢eklesmistir.

GtGST rekombinanti hiicrelerle C3G rekombinanti hiicrelerinin C3G tiretiminin farkli
inokiilasyonlardaki  karsilastirma  grafigi  Sekil 4.14’te  verilmistir. C3G
rekombinantina kiyasla GST rekombinant1 hiicrelerde C3G iiretimi %1 inokiilasyonda
yaklagik 4 kata, %2,5 inokiilasyonda ise yaklasik 3 kata ¢ikmistir. Elde edilen en
yikksek degerler %1 inokiilasyonda Kontrol grubunda 11,68 mg/L, GST
rekombinantinda 46,15 mg/L iken en diisiikk degerler %7,5 inokiilasyonda Kontrol
grubunda 0,61 mg/L, GST rekombinantinda 3,53 mg/L’dir.
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Sekil 4.13: Farkli inokiilasyon oranlarinin C3G rekombinanti ve GST rekombinanti
hiicrelerde C3G {iretimine etkisi.

4.7.4. Farkh IPTG Uyarim Zamanlarinin (Post-Indiiksiyon) C3G
Uretimine Etkisi

Bir sonraki kiiltiir kosulu optimizasyonu adimu i¢in, kiiltiirler AMM besiyerine inokiile
edildikten sonra farkli zamanlarda (3,5; 4,5 ve 5,5 saat sonra), [IPTG ile uyarilarak C3G
tiretimi lizerindeki etkisi belirlenmistir. Bunun igin %2 glukoz ve 2 g/L kasaminoasit
iceren hacmen %20’lik AMM besiyerine %2,5’luk 6n kiiltiir inokiilasyonu yapilmstir.
inokﬁlasyonun 3,5; 4,5 ve 5,5. saatlerinde 1 g/L katekin onciil molekiilii eklenip
hiicreler iki farkli (0,05 mM ve 0,1 mM) IPTG konsantrasyonlar1 ile uyarilmistir. 24
saat sonra kiiltiir ornekleri toplanarak C3G oran1 HPLC ile analiz edilmistir (Sekil 4.15
ve Sekil 4.16).

Bu kosullar altinda 3,5. saatte 0,05 mM IPTG ile uyarim en fazla C3G iiretimini 70,24
mg/L konsantrasyon ile saglamistir. 4,5 ve 5,5 sonra uyarilan hiicrelerdeki tiretimler
ise sirastyla 40,56 mg/L ve 5,87 mg/L’dir. Kontrol grubundaki en yiiksek tiretim 3,5.
saatteki uyarimla 13,66 mg/L olup GST rekombinanti hiicreler 5 kat1 iiretim yapmustir.
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Sekil 4.14: 0,05 mM IPTG ile farkli uyarim zamanlarinin C3G iiretimine etkisi.

3,5; 4,5 ve 5,5. saatlerdeki uyarimlar 0,1 mM IPTG ile yapildiginda da en yiiksek C3G
tiretim oran1 35,87 mg/L ile 3,5. saatte uyarilan GST rekombinanti hiicrelerde elde
edilmistir. 4,5 ve 5,5. saatlerdeki uyarimlarda ise 27 mg/L ve 7,47 mg/L ile diisiis

yasanmigtir.
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Sekil 4.15: 0,1 mM IPTG ile farkli uyarim zamanlarinin C3G tiretimine etkisi.

Sonraki ¢aligmalarda, IPTG uyarim saati olarak en iyi C3G tiretim sonucu elde edilen

3,5. saat ile devam edilmistir.

4.7.5. Farkli IPTG Konsantrasyonlarinin C3G Uretimine Etkisi

Kiiltiir kosullar1 optimizasyonu i¢in en 1yi iiretimi yapan %1 ve %2,5’luk inokiilasyon
oranlarinda farkli IPTG konsantrasyonlarinin C3G iiretimine etkisi denenmistir.
Bunun i¢in 2 g/L kasaminoasit iceren hacmen %?20’lik AMM besiyerine ekilmistir.
Ekimden 3,5 saat sonra 1 g/L katekin Onciil molekiilii eklenip hiicrelerin farkli
konsantrasyonlarda (0,05 mM; 0,1 mM; 0,5 mM ve 1 mM) IPTG ile uyarimlari
yapilmistir. Inkiibasyondan 24 saat sonra kiiltiir Ornekleri toplamip C3G

konsantrasyonlart HPLC analizi ile saptanmaigtir.

%1 inokiilasyonda C3G rekombinanti ve GST rekombinant1 hiicrelerin farkli IPTG
konsantrasyonlartyla uyarimlari ile tretilen C3G konsantrasyonlart Sekil 4.17°da
verilmistir. Elde edilen en yiiksek C3G konsantrasyonu 0,05 mM IPTG ile uyarimda
GST transformantlarinda 39 mg/L, C3G rekombinantinda ise 10 mg/L olmustur. Artan
IPTG konsantrasyonlar1 C3G iiretiminde azalmaya neden olmugtur. GST rekombinanti

C3G rekombinantinin 4 kat1 C3G tiretmistir.
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Sekil 4.16: %1 inokiilasyon ve farkli IPTG oranlarinin C3G iiretimine etkisi.

%?2,5 inokiilasyonda C3G rekombinant1 ve GST rekombinanti hiicrelerin farkli IPTG
konsantrasyonlariyla uyarimlari ile iiretilen C3G konsantrastonlar1 Sekil 4.18°de
verilmistir. Elde edilen en yiiksek C3G konsantrasyonu 0,05 mM IPTG ile uyarimda
GST transformantlarinda 70 mg/L, C3G rekombinantinda ise 13,66 mg/L olmustur.
GST rekombinanti hiicreler, C3G rekombinantinin 5 kat1 C3G tiretmistir.
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Sekil 4.17: %2,5 inokiilasyon ve farkli [IPTG oranlarinin C3G {iretimine etkisi.
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4.7.6. Farkh Glukoz Konsantrasyonlari, Farkh IPTG
Konsantrasyonlari ve Farklh Ornek Toplama Zamanlarinin
C3G Uretimine EtKkisi

Bu agamaya kadar yapilan optimizasyonlar sonucunda en yiiksek C3G tiretimi GST

rekombinantlar1 %2,5 inokiilasyon oraninda asilandiginda elde edilmistir.

Kiiltiir kosullar1 optimizasyonu icin %2 ve %4 glukoz iceren AMM besiyerinde, farkli
IPTG miktarlarinda, farkli inkiibasyon siirelerindeki siyanidin 3-O-glukozit iiretimi
denenmistir. Bunun i¢in 2 g/L kasaminoasit iceren hacmen %20’lik AMM medium’a,
hacmen %2,5’luk gece boyu bilyiimiis hiicre inokiilasyonu yapilmistir. Inokiilasyonun
3,5. saatinde 1 g/L katekin 6nciil molekiilii eklenip 0,05 mM; 0,1 mM; 0,5 mM ve 1
mM IPTG ile uyarildiktan 18, 21 ve 24 saat sonra ornekler toplanmistir. C3G
konsantrasyonlar1 Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°da verilmistir.

%?2 glukoz igeren AMM besiyerine ekilen C3G rekombinanti1 ve GST rekombinanti
hiicrelerdeki en yiiksek C3G iretimi 0,05 mM IPTG ile uyarilan GST
rekombinantlarinda elde edilmistir. 18, 21 ve 24. saatte alinan 6rneklerdeki C3G
konsantrasyonlart 56,28 mg/L, 64,89 mg/L, 70,24 mg/L. olarak Olgiilmistiir.
Inkiibasyon periyodunun artmasiyla C3G eldesi artmistir. C3G rekombinantindaki en
yiiksek C3G eldesi 0,1 mM IPTG uyarimiyla 24 saatlik inkiibasyonla 17,79 mg/L

olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.18: %2 glukoz ve farkli IPTG oranlarinin C3G {iretimine etkisi.

%4 glukoz igeren AMM besiyerine ekilen C3G rekombinanti ve GST rekombinanti
hiicrelerdeki en yiksek C3G iretimi 0,05 mM IPTG ile uyarilan GST
rekombinantlarinda elde edilmistir. 24. saatte C3G konsantrasyonu 41,61 mg/L olarak
Ol¢iilmiistiir. C3G rekombinantindaki en yiiksek C3G eldesi 0,1 mM IPTG uyarimiyla
24 saatlik inkiibasyonla 14,80 mg/L olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.19: %4 glukoz ve farkli IPTG oranlarinin C3G iiretimine etkisi.

%2 ve %4 glukoz iceren AMM besiyerlerinde biiyiitillen GST rekombinantlarinda en
yiiksek C3G eldesi %2 glukoz iceren AMM besiyerinde biiyiitiilen hiicrelerin 0,05 mM
IPTG ile uyarilip 24 saat inkiibasyonunun sonunda 6rnek alinmasiyla elde ettigi

saptanmistir (70,24 mg/L).

4.7.7. Karbon Kaynag Olarak Siikrozun C3G Uretimine Etkisi

Farkli seker kaynaginin C3G firetimine etkisini gézlemlemek i¢in GST rekombinanti
ve C3G rekombinant1 hiicreler %2 siikroz veya %4 siikroz igeren AMM besiyerlerinde
biiyiitiilmiislerdir. Bunun i¢in hacmen 2 g/L kasaminoasit i¢eren farkli seker kaynagina
sahip AMM besiyerlerine hacmen %2,5’luk hiicre inokiilasyonu yapilmistir. Ekimin
3,5. saatinde 1 g/L katekin Onciil molekiilii eklenip 0,05 mM IPTG ile uyarilan
hiicrelerden 24 saat sonra Ornekler toplanmustir. %2 ve %4 silikroz igeren
besiyerlerinde biiyiitiilen C3G rekombinanti hiicrelerden alinan 6rneklerin HPLC
analizinde C3G tespit edilememis, GST rekombinant1 hiicrelerden alinan 6rneklerde
ise %2 siikrozda biiyiiyenlerde 0,12 mg/L, %4 siikrozda bilyliyenlerde ise 0,69 mg/L
C3G elde edilmistir.
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5. TARTISMA

Gida endiistrisinin gelismesi ve islenmis gidalarin artmasiyla gidalar1 daha gekici hale
getiren gida boyalarmin kullanimi artmistir. Bu gida boyalar ¢esitli pH degerlerine,
kuruluga ve tuz oranlarina sahip gidalarda uzun siireli raf dmiirlerine paralel olarak
bozunmadan kalabilmelidirler. Gida endiistrisinin ihtiyaclarina gore 6ne ¢ikan yapay
ve dogal gida boyalarindan yalnizca bir kismi resmi saglik otoritelerince onaylanip
gidalarda belirli dozlarda kullanimlaria izin verilmistir. Kimyasal yollarla tretilen
yapay gida renklendiricilerinden yalnizca 11’1 Avrupa Gida Gilivenligi Otoritesi
(EFSA) tarafindan onaylanmistir. (McCann vd., 2007) Southampton ¢aligmasi olarak
da bilinen calisma sonucunda Avrupa Birligi’nde izinli olan 11 gida boyasindan 6’s1
olan tartrazin, Quinoline Yellow, Sunset Yellow, Ponceau 4R, Allura Red AC ve
karmoisin’e “cocuklarda dikkat eksikligi ve hiperaktiviteye neden olabilir.” etiketi ile
satisa sunulma zorunlulugu getirilmistir (Lehto vd., 2017). Tez kapsaminda iiretmeyi
planladigimiz C3G (siyanidin 3-O-glukozit), bitkilerde iiretilen kirmizi renkli dogal
bir pigment olup, giliniimiizde gida renklendiricisi olarak Avrupa Birligi’nde
kullanimina izin verilen yapay kirmizi renklendiriciler ise Ponceau 4R, FEritrosin,
Allura Red AC ve Karmoisin’dir. Ancak, bu yapay renklendiricilerle alakali yapilmis
olan calismalardan bazilar tiiketicilerin bunlar1 kullanmaya temkinli olmasina neden

olmustur.

Yapay renklendiriciler ¢esitli pH ve igerikteki gidalarda stabil kalabilecek yapiya sahip
olmalari; iiretim yontemlerinin kolay, hizli ve dolayisiyla ucuz olmalarina ragmen
bahsi gecen caligmalardan dolay: tiiketiciler tarafindan daha az tercih edilmeye
baslanmiglardir. Bu da tiiketici talepleri dogrultusunda, tireticileri saglik a¢isindan risk
icermeyen dogal renklendiricilerini kullanmaya yonlendirmistir. Kirmizi renkli dogal
gida boyalar1 arasinda kosinil, antosiyanin, betalain ve anka sayilabilir (Coultate ve
Blackburn, 2018). Kosinil ve kosinilden elde edilen karmin Dactylopius coccus
boceginden elde edilmektedir. Uretimi maliyetlidir ve bocek kaynakli oldugu igin
Anka, Monascus cinsine ait kiiflerin buharda pisirilmis nisasta igeren yiyecekler
tizerinde yetistirilmesiyle elde edilir (Pintea, 2008). Her ne kadar dogal olsa da mantar
metabolitlerini igerecegi ve fungal toksinlerin tiiketicide saglik sorunlar1 olusturdugu

bilindigi i¢in genel olarak kabul gérmiis bir renklendirici degildir. Dogal gida boyasi
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olarak bitki kaynakli olmalar1 dolayisiyla betalain ve antosiyaninler daha genis

kitlelerce tercih edilmektedirler.

Antosiyaninler, bitkilerde yaygin olarak iiretilen ikincil metabolitler olup flavonoid
sinifindan fenolik bilesiklerdir. Bitkilere kirmizi, mor ve mavi renklerini verir. Son
zamanlarda antosiyanin icerigi ve sagliga yararlarindan dolay1 antosiyanince zengin
yiyeceklere ragbet artmistir. Bunun yani sira antosiyaninlerin eldesi ve dogal gida
boyasi olarak kullanim potansiyelleri de bu alandaki aragtirmalarin artmasina neden

olmustur.

Hem genis renk paletine sahip olmast hem de insan saglig1 agisindan giivenilir bir
dogal gida renklendiricisi olarak kullanilabilecek antosiyaninlerin artan tiiketici
talepleri karsisinda yiiksek oranda iiretilebilmeleri icin kullanilabilecek yontemler,
kimyasal sentez, bitkilerden dogrudan ekstraksiyon, bitki hiicre siispansiyonlarinda

tiretim ve son olarak mikrobiyal konakg¢ilarda iiretim seklinde siralanabilir.

Antosiyanin tiretimi igin heniiz ticari diizeyde bir iiretim yontemi gelistirilememistir.
Ote yandan dogal gida renklendiricisi pazari, 2025 yilinda 2,25 milyar dolar iken bu
oranin 10 yil igerisinde 3,5 milyar dolar1 asmasi beklenmektedir (Natural Food
Colors Market Size, Growth ve Forecast, 2033, 2025). Bu nedenlerle, arastirmacilar
daha yiiksek verimde ve kararli yapida antosiyanin eldesi i¢in mikroorganizmalarda
heterolog tiretim ile ilgili ¢aligmalar yapilmaktadir (Espinosa-Leal vd., 2018; Ruta
ve Farcasanu, 2019). Yapilan caligmalarda, antosiyanin biyosentez yolagindaki
enzimler E. coli veya S. cerevisiae gibi prokaryot ve dkaryot organizmalara aktarilip

antosiyanin liretiminin arttirilmasi amaglanmaktadir.

Bu amagla yapilan ¢aligmada E. coli’de ilk kez antosiyaninleri bir mikroorganizmada

tireterek antosiyaninlerin mikrobiyal iiretimindeki yolu agmiglardir (Yan vd., 2005b).

2017°de yapilan c¢alismada ilk kez glukozdan baglayarak antosiyaninin karmasik
mikrobiyal biyosentezini gergeklestirmislerdir (Andrew Jones vd., 2017).

2018’de yapilan bir calismada E. coli’de yapilmis olan antosiyanin biyosentez
caligmalarmi diger bir prokoryatik mikroorganizma olan Corynebacterium
glutamicum’da gerceklestirmiglerdir. Bu ¢alismayla, ilk kez ucuz bir flavonoid onciilii
olan  katekinden siyanidin  3-O-glukozitin C. glutamicum’da  iretimi
gerceklestirilmistir (Zha vd., 2018).
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Shrestha ve arkadaslar1 2019 yilinda yayinlanan ¢aligmalarinda, E. coli BL21 (DE3)’te
siyanidin 3-O-glukozit iiretimini iyilestirmek i¢in ¢oklu monosistronik ve ¢ok
degiskenli vektorler tasarlamiglardir. Birden fazla genin bio-brick sistemi kullanilarak
bir araya getirilerek tek bir vektdrde farkli promotdrler altinda ifade edilmesi
saglanmistir. 36 saatlik inkiibasyonun sonunda yaklagik 439 mg/L C3G {iretimi
saglanmistir (Shrestha vd., 2019b).

Antosiyaninin heterolog {iiretimi sadece prokoryatik organizmalarda degil ayni
zamanda Okaryotik organizmalarda da denenmistir. Eichenberger ve arkadaslar1 2018
yilinda yayinladiklari ¢aligmada Saccharomyces cerevisiae tiirii mayada 1,55 mg/1
konsantrasyonda siyanidin 3-O-glukozit, 0,85 mg/l konsantrasyonda pelargonidin 3-
O-glukozit ve 1,86 mg/l konsantrasyonda delfinidin 3-O-glukozit {iretilmistir
(Eichenberger vd., 2018).

Antosiyaninlerin mikrobiyal iiretimi ile ilgili yapilan ve son 20 yila yayilan bu
calismalar umut vadedici olsa da ticari diizeyde antosiyanin iiretimi, sentetik boyalara

alternatif olarak kullanilabilmesi icin hala istenilen seviyelere ulagilamamistir.

Eichenberger ve arkadaslar1 2023 yilinda yayinladiklar1 c¢alismada arGST’lerin
antosiyanin biyosentez yolaginda katalitik bir role sahip olduklarini gostermislerdir.
Ayni ¢alismada ayrica S. cerevisiae iiretim suslarinda arGST ’lerin birlikte eksprese
edilmesiyle kontrole gore siyanidin 3-O-glukozit iiretimi 36,5 kata kadar ¢ikarilmigtir
(Eichenberger vd., 2023).

Bu gerekge ve ¢alismalardan yola ¢ikilarak tez kapsaminda E. coli’deki heterolog
antosiyanin {iretimini arttirmak i¢in ilk defa bir GST geni, antosiyanin {ireticisi (C3G)
rekombinanti hiicrelere klonlanarak incelenmistir. Bu amagla, tez kapsaminda Koffas
Lab (Cress vd., 2017) tarafindan katekin 6nciiliinden siyanidin 3-O-glukozit (C3G)
tiretimi igin tasarlanan plazmit kullanilmistir. Japon gentianasinin Albireo ¢esidinin
(Gentiana triflora x Gentiana scabra) glutatyon transferaz geninin (GtGST)
kullanilmasma karar verilmis ve bu gen sentetik olarak kodon optimize halde
sentezlenmis ve pCDM4 plazmitine klonlanmistir. C3G iretimi icin, C3G
rekombinant1 E. coli BL21 (DE3) hiicreleri ilgili plazmitlerle transforme edilmis ve
AMM besiyerinde ¢esitli kosullar denenerek antosiyanin iiretimindeki etkisi GST geni

icermeyen C3G rekombinanti hiicrelerle karsilastirilarak test edilmistir.
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Tez kapsaminda yapilan calismalar, antosiyanin biyosentez yolagina GST geni
eklenmesinin denenen tiim optimizasyon kosullarinda C3G rekombinantina gorece,

antosiyanin Uretimini yliksek oranda arttirdigini gostermistir.

Optimizasyon i¢in denenen kosullardan biri uyarim saatlerindeki farkliliklardir. Bu
amagla biiylime egrisine gore hiicrelerin logaritmik fazda oldugu 3,5; 4,5; ve 5,5
saatlerinde uyarimlar yapilmistir. Bu ii¢ saatte de hiicreler logaritmik fazda olmalarina
karsin en yiiksek C3G konsantrasyonu 3,5. saatte uyarilan hiicrelerden elde edilmistir.
Bu sonug hiicrelerin 3,5. saatte logaritmik fazin basinda olmalariyla canli ve biiyiime

asamasinda olmalariyla daha yiiksek verim elde edilmesi agisindan uyumludur.

Tez kapsaminda, kullanilan antosiyanin iiretici enzimleri kodlayan antosiyanidin
sentaz geni (PhANS) ve flavonoid-3-Oglukoziltransferaz geni (At3GT) hiicrede
yiiksek kopya sayist bulunduran pETM6 plazmitinde (Xu vd., 2012b) bulunmaktadir.
Glutatyon transferaz geni (GtGST) ise hiicrede diisiik kopya sayili pCDM4 plazmitine
(Xu vd., 2012c) klonlanmistir. Optimizasyon igin denenen kosullardan bir digeri de
farkli miktarlarda IPTG ile uyarimlardir. Bu IPTG miktarlar1 0,05 mM; 0,1 mM; 0,5
mM ve 1 mM’dir. IPTG konsantrasyonunun artis1 sirasinda ¢ok kopya sayili plazmitin
yiiksek oranda eksprese olmas1 metabolik yiikii artirabilecegi i¢in hiicre strese girebilir
ve hiicre 6liimii yasanip liretim azalabilir (Gomes vd., 2020). Tez kapsaminda yapilan
deneyin bulgular1 da bu baglamda beklenen sonucu vermistir. En yiiksek oranda (70,2
mg/L) C3G eldesi 0,05 mM IPTG ile uyarilan hiicrelerde olmusken IPTG miktar
arttikga C3G eldesi (17,1 mg/L) azalmistir. Buna ragmen Koffas Lab (Cress vd., 2017)
tarafindan katekin onciiliinden siyanidin 3-O-glukozit (C3G) iiretimi i¢in plazmitin

tasarlandig1 ¢alismada tiim denemeler 1 mM IPTG ile yapilmstir (Cress vd., 2017).

Optimizasyon i¢in denenen kosullardan bir digeri de kiiltiir periyodunun farkli
zamanlarinda C3G veriminin belirlenmesi i¢in 6rnek toplamadir. Bu amagla hiicrelerin
uyarimindan 18, 21 ve 24 saat 6rnekler toplanmistir. Bu 6rneklerdeki en yiiksek C3G
eldesi GST rekombinantlarinin uyarimindan 24 saat sonra alinan 6rneklerde olmustur.
0,05 mM IPTG ile uyarimda 18, 21 ve 24 saatlerde alinan 6rneklerde kontrol grubunda
sirastyla 12,5 mg/L, 14 mg/L, 13,6 mg/L; GST rekombinantlarinda sirasiyla 56,3
mg/L, 64,9 mg/L, 70,2 mg/L C3G elde edilmistir. GST rekombinantlarinin, C3G
rekombinantina gére zaman igerisindeki iiretim farki, GST geninin diisiik kopya say1li
pCDM4 plazmitinde olmasindan ve diisiik kopya sayili oldugu i¢in enzim birikiminin

zamanla olacak olmasindan kaynaklanabilir. Bu kosullar i¢in zaman igerisinde iiretilen
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C3G’nin birikecegi ama ortam kosullarina gore antosiyaninlerin en stabil hallerinin
asidik ortamda oldugu i¢in (Heredia vd., 1998) bir kisminin da yikilacagi goz dniinde
bulundurulmalidir. Koffas Lab (Cress vd., 2017) tarafindan katekin Onciiliinden
siyanidin 3-O-glukozit (C3G) iiretimi i¢in plazmitin tasarlandigi ¢alismada 6rnekler
18-22 saatte toplanmistir (Cress vd., 2017).

Tez kapsaminda yapilan c¢aligmalarda, karbon kaynagi olarak oOncelikle glukoz
kullanilmistir. Farkli oranlarda (%2 veya %4) glukoz igceren AMM besiyerinde
biiyiitiilen hiicreler (0,05 mM) IPTG ile uyarilarak, uyarimlarindan 24 saat sonra C3G
analizi i¢in toplanmaistir. %2 ve %4 glukozda biiyiiyen hiicrelerden sirastyla 70,2 mg/L
ve 41,6 mg/L C3G elde edilmistir. Bu kosullarda daha fazla karbon kaynagi ile daha
cok tirlin eldesi beklense de katabolit baskilanma nedeniyle %2 glukozda daha ¢ok
C3G eldesi miimkiin olmustur (Is T7 expression subject to catabolite repression in
BL21(DE3) and derivative strains? | NEB, 2025).

Tez kapsaminda, C3G ireticisi E. coli hiicrelerinin biiyiitiilmesi ve antosiyanin
tiretimindeki etkisinin belirlenmesi i¢in kullanilan diger bir karbon kaynagi da
stikrozdur. Siikroz, bir glukoz molekiilii ve bir fruktoz molekiiliiniin bir araya
gelmesiyle olusan bir disakkarittir. Sadece bitkiler tarafindan dretilir. Seker
kamisindan rafine edilmesi ucuz oldugu i¢in endiistriyel mikrobiyal iiretim agisindan
tercih edilen bir hammaddedir (Bruschi vd., 2014; Renouf vd., 2008). Optimizasyon
icin denenen kosullardan bir digeri %2 ve %4 siikroza sahip AMM besiyerlerinde C3G
eldesidir. C3G rekombinantinda HPLC analizinde C3G tespit edilememis, GST
rekombinantlarinda ise 0,12 mg/L ve 0,69 mg/L gibi diisiik konsantrasyonlarda C3G
tespit edilmistir. Bu durum, E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinin siikroz igeren besiyerinde
glukoza kiyasla ¢ok daha yavas biiylimeleriyle ortiismektedir (Sovic vd., 2024). E. coli
BL21 DE3 hiicreleri siikroz metabolizmasina sahip olmadigi igin siikrozu metabolize
etmesi i¢in metabolizma miihendisligine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bir ¢alismada E. coli
W susundan cscAKB operonunu tasiyan p15aCSCx plazmitinin E. coli BL21 DE3
susuna aktarilmasiyla siikroz metabolizmasi yapabilir hale gelmistir (Bruschi vd.,

2014).

Tez calismasi kapsaminda, GST geninin antosiyanin biyosentez verimini arttirma
tizerindeki etkisinin belirlenebilmesi i¢in farkli besiyeri ve Kkiiltiir kosullari
denenmistir. Yapilan optimizasyon denemeleri sonucundaki en ideal kosullarda (%2

glukoz, 2 g/L kazamino asit, %2,5 inokiilasyon, 0,05 mM IPTG, 3,5. sa uyarim, 1 g/L
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katekin, 24 sa inkiibasyon) GST transformantinda 70 mg/L, kontrol grubunda ise 13,66
mg/L siyanidin 3-O-glukozit tretilmistir. Yapilan denemeler, GST rekombinanti
hiicrelerin kontrol grubu yani GST genini igermeyen hiicrelere gore 5 kat daha fazla

antosiyanin Urettigini gostermistir.

Eichenberger ve arkadaslari (2023) yaptiklari ¢alismada, S. cerevisiae’de farkli
arGST’ler kullanarak C3G iretimini 36,5 kata kadar artis saglamislardir
(Eichenberger vd., 2023). Tez kapsaminda kullanilan GtGST bu c¢alismada
kullanilmamasina ve farkli enzimlerle bir sistem kurulmasina karsin prokaryot ve
Okaryotlardaki hiicresel farkliliklarin C3G eldesindeki farkliliklara neden olabilecegi
sOylenebilir. Bitkilerde antosiyanin sentezinin endoplazmik retikulumun yiizeyinde
metabolon denen membran iliskili enzim kompleksleriyle gerceklestigi
distiniilmektedir (Nakayama vd., 2019). S. cerevisiae bitkilerde antosiyaninlerin
depolandig: yerler olan vakuollere benzer organellere sahiptir. Ayrica prokaryotlarda
translasyon sonras1t modifikasyonlar ger¢eklesmezken dkaryotlar bu modifikasyonlari
yapabildikleri igin bitki enzimlerini daha etkili bir sekilde kullanabilirler (Kim vd.,
2011; Zhou vd., 2024b). GST geninin tez kapsaminda goriilen etkisinin, S.

cerevisiae’deki kadar yiiksek olmamasinin nedeni bu sekilde agiklanabilir.

Tez kapsaminda yapilan bu ¢alismayla GST enzimi heterolog antosiyanin iiretimi i¢in
ilk defa E. coli’de kullanilarak C3G iiretimini C3G rekombinantina gore yaklasik 5
kata (70 mg/L) ¢ikarmistir. Bu ¢alisma, mikrobiyal hiicre fabrikasi olarak E. coli’de
antosiyanin biyosentezinde GST genlerinin de kullanilabilecegini gostermesi

acgisindan onemlidir.
Sonug:

Antosiyaninlerin saglik agisindan giivenilir bir gida renklendiricisi olarak sentetik
renklendiricilere alternatif olarak kullanilabilmeleri, bu pigmentlerin endiistriyel
diizeyde tretilebilmeleri ile miimkiindiir. Bitkilerden dogrudan eldesi, bitki hiicre
siispansiyonu ve kimyasal iiretim gibi iiretim yontemleri, ¢esitli nedenlerle endiistri
boyutu igin kisitlamalara sahiptir. Ote yandan, daha hizli ve diisiik maliyetle
tiretilebilmeleri icin genetik ve metabolizma miihendisligi yoluyla gelistirilecek
mikrobiyal konakc¢ilarda bu pigmentlerin iiretilmeleri ile ilgili yapilan akademik
caligmalar hizla ilerlemekte ve umut vaat etmektedir. Antosiyaninle iligkili glutatyon

transferazlarin (ArGST) bitkilerde antosiyanin biyosentezi ve tagimasi sirasindaki
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bilinen islevlerinin yani sira mayada bu GST genlerinin heterolog antosiyanin
tiretiminde de farkli katalitik islevleri oldugu kanitlanmistir. Bu nedenle, tez
kapsaminda E. coli’deki antosiyanin biyosentezini arttirmak i¢in ilk defa antosiyaninle
iliskili glutatyon transferazin antosiyanin liretimi lizerindeki etkisi denenmistir. Bunun
icin heterolog antosiyanin {retimindeki etkisinin belirlenmesi i¢in, Japon
gentianasimin Albireo ¢esidinin (Gentiana triflora x Gentiana scabra) glutatyon
transferaz geni (GtGST), pCDM4 plazmitine klonlanarak C3G rekombinanti hiicrelere
transforme edilmistir. Yaptigimiz ¢alismada, GST rekombinanti hiicreler (GtGST
iceren), C3G rekombinant1 hiicrelere gorece 5 kat daha fazla siyanidin 3-O-glukozit
tiretmislerdir. Antosiyaninin heterolog iiretimindeki bu yeni yaklagim, antosiyanin

biyosentezinin endiistriyel boyuta gegmesi i¢cin umut vaat etmektedir.
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