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ÖZET  

Antosiyaninlerin eldesi, günümüzde hâlâ büyük ölçüde bitkilerden ekstraksiyona 

dayanmaktadır. Ancak bitkilerin görece yavaş büyümesi, tarım arazisine bağımlılık ve 

zahmetli, tahrip edici ekstraksiyon yöntemleri bu bileşiklerin yüksek maliyetle 

üretilmeleri ile sonuçlanmaktadır. Öte yandan mikrobiyal temelli üretim, antosiyanin 

biyosentezinde daha sürdürülebilir ve çevre dostu bir alternatif sunmaktadır. 

Günümüze kadar heterolog antosiyanin biyosentezi Escherichia coli, 

Corynebacterium glutamicum, Lactococcus lactis ve Saccharomyces cerevisiae’de 

rapor edilmiştir.  Yapılan tüm çalışmalara rağmen antosiyanin üretimi istenilen 

seviyeye ulaşamamıştır. Bu nedenle, heterolog antosiyanin üretiminde farklı 

stratejilerin geliştirilmesi gerekmektedir.  

Literatürde, 2023 yılında mayada yapılan bir çalışmada, glutatyon S-transferaz (GST) 

enzimlerinin antosiyaninlerin taşınması işlevine ek olarak, biyosentez basamağında 

lökoantosiyanidinlerin son derece kararsız yapıdaki antosiyanidine dönüşmesinde 

merkezi bir rol oynadığı ve antosiyanin üretim verimini yapılan denemelerde 36,5 kata 

kadar arttırdığı kanıtlanmıştır.  

Bu tez çalışmasında GST’lerin bu etkisinin bakteriyel kaynaklardaki etkisinin 

belirlenebilmesi için mikrobiyal konakçı olarak E. coli seçilmiş ve PhAN9 (Petunia 

hybrida AN9) glutatyon S-transferaz gen (GST) ekspresyonunun antosiyanin 

üretimine olan etkisi incelenmiştir. Bu amaçla, antosiyanin taşınması ve birikmesinde 

önemli işleve sahip PhAN9 glutatyon transferaz geni alınıp E. coli’de daha önce 

tasarlanmış olan antosiyanin üretici hücrelere klonlanmıştır.  

Bu rekombinant hücreler, siyanidin 3-O-glukozit (C3G) adı verilen kırmızı renkli bir 

pigment üretmektedir. Antosiyanin üretiminin optimizasyonu için farklı karbon ve 

nitrojen kaynakları, IPTG konsantrasyonu ve uyarım zamanları, havalandırma oranı, 

inokulum oranı ve kültür toplama zamanları denenmiştir. Yapılan optimizasyonlar 

sonrasında, en yüksek antosiyanin oranı E. coli’de PhAN9 genini taşıyan GST 

rekombinantı hücrelerde (72 mg/L), C3G rekombinantı hücrelere (13.7 mg/L) görece 

yaklaşık 5 kat artış olarak gözlemlenmiştir. Yapılan optimizasyon çalışmalarında, 

görece düşük glikoz varlığında ve düşük IPTG konsantrasyonunda daha yüksek C3G 

verimi elde edilmesi, ticari ölçekte önemli bir avantaj sağlayacaktır.  

E. coli’de heterolog antosiyanin üretimine GST genlerinin klonlanması ile ilgili bu 

stratejinin daha önce uygulanmamış olması bu çalışmanın özgünlük değerini 

arttırmaktadır. Elde edilen sonuçlar, endüstriyel anlamda antosiyanin üretici soyların 

geliştirilmesi ve bu pigmentlerin gıda ve nutrasötik sektörlerde sürdürülebilir üretimi 

için biyosentetik anlamda önemli bilgiler sunmaktadır.  

 

 

 

 

 

 

Anahtar Kelimeler: E. coli, Heterolog Antosiyanin Üretimi, Siyanidin 3-O- 

Glukozit
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ABSTRACT 

Currently, the production of anthocyanins still relies largely on extraction from plants. 

However, the relatively slow growth of plants, dependence on agricultural land, and 

labor-intensive, destructive extraction methods result in high production costs for these 

compounds. On the other hand, microbially based production offers a more sustainable 

and environmentally friendly alternative for anthocyanin biosynthesis. To date, 

heterologous anthocyanin biosynthesis has been reported in Escherichia coli, 

Corynebacterium glutamicum, Lactococcus lactis, and Saccharomyces cerevisiae. 

Despite all efforts, anthocyanin production has not yet reached the desired levels. 

Therefore, alternative strategies need to be developed for efficient heterologous 

anthocyanin production.  

According to a study conducted in yeast in 2023, glutathione S-transferase (GST) 

enzymes were shown to play a central role not only in the transport of anthocyanins 

but also in the biosynthetic conversion of highly unstable leucoanthocyanidins into 

anthocyanidins. In the experiments, this modification led to an increase in anthocyanin 

production yield by up to 36.5-fold.  

In this thesis study, E. coli was selected as the microbial host to determine the 

contribution of GSTs in bacterial systems and effects of PhAN9 (Petunia hybrida 

AN9) glutathione S-transferase gene expression was investigated on anthocyanin 

production. For this purpose, the PhAN9 gene, which plays a significant role in 

anthocyanin transport and accumulation, was cloned into previously engineered 

anthocyanin-producing E. coli strains. 

These recombinant cells produce a red-colored pigment known as cyanidin 3-O-

glucoside (C3G). To optimize anthocyanin production, various parameters were 

tested, including different carbon and nitrogen sources, IPTG concentrations and 

induction times, aeration rates, inoculation ratios, and culture harvesting times. 

Following these optimization experiments, the highest anthocyanin concentration was 

obtained in the PhAN9-expressing GST recombinant strain (72 mg/L), representing 

approximately a 5-fold increase compared to the C3G-producing control strain (13.7 

mg/L). Furthermore, it was observed that under relatively low glucose concentrations 

and low IPTG levels, higher C3G yields could be achieved, which may offer a 

significant advantage for commercial-scale applications. 

The implementation of GST gene expression as a strategy for heterologous 

anthocyanin production in E. coli has not been previously reported, which adds to the 

originality of this study. The findings provide valuable biosynthetic insights for the 

development of industrially viable anthocyanin-producing strains and support the 

sustainable production of these pigments for use in the food and nutraceutical 

industries. 

 

 

 

 

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

Biosynthesis
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Bu tez çalışmasında, PhAN9 (Petunia hybrida AN9) glutatyon S-transferazının (GST) 

antosiyanin biyosentezini arttırmasındaki etkisi incelenmiştir. Bu amaçla, E. coli’de 

antosiyanin üretiminin arttırılması için; antosiyanin taşınması ve birikmesinde önemli 

işlevleri olduğu bilinen glutatyon transferaz geni PhAN9, E. coli’de daha önce 

tasarlanmış olan antosiyanin üretici hücrelere klonlanarak, antosiyanin üretimindeki 

etkisi irdelenmiştir. 2023 yılında mayada yapılan çalışmada [1], antosiyanin 

biyosentez yolağına eklenen GST geninin katalitik aktiviteyi arttırarak, heterolog 

antosiyanin üretimini 36,5 kat arttırdığı kanıtlanmıştır. Benzer şekilde, tez çalışması 

kapsamında E. coli’de PhAN9 GST geninin de antosiyanin üretimini C3G 

rekombinantı hücrelere görece 5 kat arttırdığı gözlemlenmiştir. E. coli’de yapılan bu 

çalışmanın daha önce uygulanmamış olması bu çalışmanın özgünlük değerini 

arttırmaktadır. 

1.1. Antosiyanin Nedir? 

Antosiyanin adı, Yunanca kökenli iki kelimenin (“Anthos” Çiçek, "Kyaneos" Koyu 

Mavi) birleşiminden gelir [2]. Antosiyanin terimi ilk kez 1835 yılında Ludwig Clamor 

Marquart tarafından bitkilerde renklenme üzerine yaptığı çalışmada ortaya atılmış, 

yapısı ise ilk kez 1913 yılında Richard Willstätter tarafından Centaurea cyanus 

çiçeğinden izole edilen siyanidin 3,5-diglukozit ile rapor edilmiştir [2,3]. 

Antosiyaninler genellikle çiçeklerde ve birçok bitkinin meyvelerinde bulunur. 

Antosiyanin içeren çiçekler ilaç, renklendirici veya doğrudan gıda olarak 

kullanılmıştır. Öte yandan, antosiyanin içeren kırmızı, mor ve mavi renkli meyveler 

faydalı etkileri nedeniyle yaygın olarak tüketilmektedir. Böğürtlen, siyah frenk üzümü 

ve diğer kırmızıdan maviye kadar olan meyvelerin antosiyanin pigmentleri güçlü 

antioksidanlardır [4]. Ayrıca antosiyanin açısından zengin siyah havuç, kırmızı lahana 

ve mor patates, hastalıkların önlenmesi amacıyla tüketilen potansiyel fonksiyonel 

besinlerdir [4].  

Antosiyaninler birçok çiçeğin yaprağın, sebzenin ve meyvenin mavi, mor, kırmızı ve 

bu renkler arasındaki tonlarından sorumlu olan, bitkilerde asidik koşullarda kırmızı 
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pigment, bazik koşullarda ise mavi pigment olarak bulunan, suda çözünebilen 

polifenollerdir. Polifenoller grubunda yer alan antosiyaninler temel flavonoid 

yapısının C halkasındaki oksijen atomunda pozitif yüke sahip olmasına rağmen 

flavonoidler grubunda yer alır [4] Antosiyanin glikozit formunda bulunurken, 

antosiyanidin aglikon (şeker grubu içermeyen) olarak bilinir. Antosiyanidinler; 3-

hidroksiantosiyanidinler, 3-deoksiantosiyanidinler ve O-metillenmiş antosiyanidinler 

olarak gruplandırılırken, antosiyaninler antosiyanidin glikozitleri ve açilasyonlu 

antosiyaninler olarak bulunur. En yaygın antosiyanidin türleri siyanidin, delfinidin, 

pelargonidin, peonidin, petunidin ve malvidindir  (Şekil 1.1) [5]. Antosiyanidinlerin B 

halkasındaki hidroksilasyon ve metillenme derecesi ile şeker ve asit bağlanma durumu 

pigmentin rengini ve kararlılığını belirler [5]. Hidroksil gruplarının artması mavi renk 

oluşumuna sebep olurken, metillenme pigmentin kararlılığını arttırır. Aynı zamanda 

şeker ve antosiyanidinlerin açilasyonu, dalga boyunu ve emilimi arttırarak bileşiğin 

spektrumunu değiştirebilir [5].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.1: Antosiyanin Yapısı (a) Bitkilerdeki temel iskelet yapısı ve başlıca      

antosiyaninler (ACN'ler) ile bunlara ait maksimum absorbans dalga 

boyları; 

(b) En bol bulunan antosiyaninlerin spektral absorbans aralıkları ve farklı     

pH değerlerinde gösterdikleri renkler [6]. 
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1.2. Antosiyaninlerin Bitkilerdeki Rolleri 

Antosiyaninler, bitkilerde pigmentasyonun yanı sıra çeşitli fizyolojik ve ekolojik 

rollere sahip olan flavonoid ailesine ait polifenolik bileşiklerdir. Bitkilere kırmızı, mor 

ve mavi tonları veren bu pigmentler, özellikle çiçekler, meyveler ve yapraklarda yoğun 

olarak bulunur ve bitkilerin çevresel streslere karşı adaptasyonunda önemli bir koruma 

sağlar [7]. Antosiyaninler, bir yapraktaki oksidatif yükü yalnızca sarı-yeşil ışığı 

filtreleyerek azaltır, çünkü bitki hücrelerindeki reaktif oksijenin büyük bir kısmı 

klorofilin uyarılması sonucu oluşur [8]. Ayrıca antosiyaninlerin düşük sıcaklık, su 

stresi ve aşırı tuzluluk gibi çevresel zorluklara karşı bitkilerin dayanıklılığını artırdığı 

gösterilmiştir. Ekolojik perspektiften, antosiyaninler bitkilerin hayatta kalma ve 

çoğalma stratejilerinde merkezi bir rol oynar. Canlı ve parlak renkleriyle tozlayıcı 

böcekleri, kuşları ve diğer hayvanları çekerek bitkilerin tozlaşma ve tohum yayma 

süreçlerine katkı sağlar [9]. Bu pigmentlerin meyvelerdeki yüksek konsantrasyonu, 

meyvenin olgunlaşmasını ve tohumlarının dağıtılmasını teşvik eder. Antosiyaninler 

ayrıca bitkilerin patojenlere ve otçul böceklere karşı kimyasal savunma 

mekanizmalarının bir parçasıdır [10]. Antimikrobiyal özellikleri sayesinde fungal ve 

bakteriyel enfeksiyonlara karşı koruma sağladığı bilinmektedir [11]. 

1.3. Antosiyanin Biyosentez Yolağı 

Antosiyanin biyosentetik üretim yolağı doğal konakçılarında kapsamlı bir şekilde 

araştırılmış ve yolak enzimleri ve mekanizmaları aydınlatılmıştır. İyi tanımlanmış 

antosiyanin biyosentez yolağı, birçok bitki türünde yüksek oranda korunmuştur 

[12,13]. 

Antosiyanin biyosentez yolağı Şekil 1.2’de ayrıntılı olarak verilmiştir.  Antosiyanin 

üretimi, fenilalaninin fenilpropanoid yolakta para-kumaroil-CoA’ya 

dönüştürülmesiyle başlar; bu, flavonoid biyosentez yolunun ilk öncül bileşiğidir. 

Çalkon sentaz (CHS) ile başlayan antosiyanin yolu, flavonoid sekonder metabolit 

yolunu devam ettirir. CHS tarafından bir molekül p-kumaroil-CoA ve üç molekül 

malonil-CoA'nın kondensasyonu sonucunda naringenin çalkonu üretilir [14,15]. CHS, 

kırmızı şarap kalitesini artıran üzüm üretimi için önemli olan üç geni kodlar (Chs1 

AB015872, Chs2 AB066275, Chs3 AB066274). Chs1 ve Chs2 genleri üzüm 

yaprakları ve kabuğunda bulunurken, Chs3 ağırlıklı olarak üzüm kabuğunda bulunur. 

Üzümde bu üç genin üretimini çeşitli transkripsiyon faktörleri düzenler ve farklı 
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sekonder metabolitlerin üretilmesini sağlar [16]. Bu genlerin protein ve transkript 

düzeyindeki ifadesi düşük olsa da yüksek biyosentetik verimlilikleri üretimi artırabilir 

[16,17]. Çalkon flavon izomeraz (CHI) enziminin etkisiyle naringenin çalkon hızla 

stereo-spesifik izomer olan naringenin flavanona dönüştürülür. Naringenin, 

antosiyanin veya proantosiyanin sentezinde rol oynar ve aynı zamanda diğer fenolik 

bileşiklerin oluşumunda da işlev görür. 

Naringenin, 3. pozisyonda hidroksillenerek flavanon 3-hidroksilaz (F3H) enzimi 

tarafından dihidrokaempferol üretimine yol açar (Şekil 1.2). F3′H ve F3′5′H, 

naringenin flavanonu ve dihidroflavonollerin oksitlenmiş ürünlerini substrat olarak 

kullanarak sırasıyla dihidrokuersetin ve dihidromirisetin üretir [18]. Her iki enzim de 

antosiyaninlerin B halkasına hidroksil grubu ekleyerek delfinidin ve siyanidin gibi 

diğer antosiyanidinlerin üretimi için gereklidir. Chrysanthemum morifolium ve Rosa 

hybrida gibi bitkilerde F3′5′H geninin olmaması nedeniyle delfinidin sentezlenemez 

ve bu da mavi/mor renk varyasyonunun eksikliğine yol açar [13]. 

Bir sonraki adımda, üç dihidroflavonol, dihidroflavonol 4-redüktaz (DFR) enziminin 

etkisiyle 3,4-cis-leukoantosiyanidinlere (renksiz bileşikler) dönüştürülür (Şekil 1.1). 

Cymbidium ve Petunia gibi bazı bitkilerde, DFR geni substrat özgüllüğü gösterir ve 

dihidrokaempferolü kullanamaz. Bu nedenle bu bitkiler pelargonidin üretmez ve 

çiçeklerinde tuğla kırmızısı veya turuncu renkler görülmez [13]. 

Devamında, renksiz leukoantosiyanidinler antosiyanidin sentaz (ANS) enzimi 

tarafından renkli antosiyanidinlere dönüştürülür (Şekil 1.1). ANS, flavonoid akışını 

antosiyanin biyosentetik yoluna yönlendiren ilk önemli enzimdir. ANS, hem 

proantosiyanidin hem de antosiyanin üretiminde kritik rol oynar [19,20]. Ayrıca, ANS 

ürünü antosiyanin redüktaz (ANR) tarafından da katalize edilebilir ve bu da (2R,3R)-

cis flavan-3-ollerin, yani proantosiyanidin öncü maddelerinin oluşumuna yol açar [21]. 
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Şekil 1.2: Antosiyanin Biyosentez Yolağı                                                                                                                 

Dihidrokaempferol (DHK), dihidrokuersetin (DHQ), dihidromirisetin 

(DHM),    lökopelargonidin (LPE), lökosiyanidin (LCY), lökodelfinidin 

(LDE), pelargonidin    (PEL), siyanidin (CYA), delfinidin (DEL), 

bunların glikozillenmiş halleri olan pelargonidin-3-O-glukozit (P3G), 

siyanidin-3-O-glukozit (C3G), delfinidin-3-O-glukozit (D3G); ayrıca 

kaempferol (KAE), kuersetin (QUE), mirisetin (MYR), afzelekin (AFZ), 

katekin (CAT), gallokatekin (GAL). Bu bileşiklerin dönüşümünü 

sağlayan enzimler ise DFR, ANS, 3GT, FLS ve LAR’dır [22]. 

 

ANS’nin etkisiyle oluşan renkli antosiyanidinlerin ardından, bu bileşiklerin vakuolde 

kararlı hâle gelmesi için açilasyon, metilasyon ve glikozilasyon işlemleri gerekir. Bu 

işlemler, kararsız antosiyanidinlerin biyosentezinden sonra sitozolde gerçekleşir. 

Antosiyanidinler (ACD) ve 3,4-cis-leukoantosiyanidinler (LCD) kararlı olmayan ara 

ürünlerdir; bu nedenle, 3-O-glikozil transferaz (A3GT) enzimi tarafından, 3-O 

pozisyonundan glikozillenerek stabilize edilirler [13]. 
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Siyanidin-3-O-glukozit (C3G), delfinidin-3-O-glukozit (D3G) ve pelargonidin-3-O-

glukozit (P3G) temel antosiyaninlerdir ve B halkasında bulunan hidroksil grubu 

sayısına göre birbirlerinden farklıdır. Bazı durumlarda, bu hidroksil grupları O-metil 

transferaz enzimiyle O-metilasyona uğrar ve malvidin, peonidin ve petunidin gibi 

diğer antosiyanidinler oluşur. Bu bileşikler özellikle yaban mersini, kırmızı üzüm ve 

çilek gibi meyvelerde yaygın olarak bulunur [23].  

1.4. Antosiyanin Stabilizasyonu 

Antosiyaninlerin stabilitesi, antosiyanin pigmentinin türüne, kopigmentasyona, ışığa, 

sıcaklığa, pH’ya, metal iyonlarına, enzimlere, oksijene ve antioksidanlara bağlıdır 

[24]. Antosiyanidin stabilitesi ayrıca, antosiyanidin yapısındaki B halkası (Şekil 1.1a) 

ve varlığındaki hidroksil veya metoksil gruplardan etkilenir [25]. Bu grupların, çözelti 

içindeki antosiyanidin stabilitesini azalttığı bilinmektedir. Antosiyaninlerin rengi, 

çözelti pH’sına bağlıdır; bu durum, antosiyanin moleküler yapısının iyonik doğasından 

kaynaklanmaktadır [24]. Asidik koşullarda, bazı antosiyaninler kırmızı görünür. Nötr 

pH’da antosiyaninler mor bir ton alırken, pH artışıyla renk maviye döner. 

Antosiyaninlerin kırmızı renkli pigmentleri büyük ölçüde flavilyum katyonu 

formundadır [26] (Şekil 1.3). 

 

 

Şekil 1.3: Antosiyanin flavilyum katyonu [27]. 
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Bu antosiyaninler, düşük pH’lı çözeltilerde daha stabildir. Düşük pH’da oluşan 

flavilyum katyonu, antosiyaninin suda yüksek oranda çözünmesini sağlar. Suyun 

konsantrasyonundaki azalma, flavilyum katyonunun deprotonasyon hızını artırarak 

renk stabilitesini azaltır [28]. pH dışında, antosiyanin tannin polimerizasyonu da düşük 

pH’da renk stabilitesini artırabilir [29] . pH artışında ise, renksiz karbinol pseodobaz 

ve kalkon yapıları oluşur, ardından anyonik kinonoid türleri meydana gelir. Bu durum, 

flavilyum iyonunun hidratasyon reaksiyonu arasındaki kinetik ve termodinamik 

rekabetten kaynaklanır [30]. Bu mavi kinonoid türleri, düşük pH’da stabildir. pH 4–5 

arası bir antosiyanin çözeltisi, az miktarda flavilyum katyonu ve kinonoid anyon 

nedeniyle çok az renk tonuna sahiptir [31]. Nötr pH’da, rezonans stabilizasyonlu 

kinonoid anyonlar (antosiyaninlerin mor rengi) kinonoid türlerin daha fazla 

deprotonasyonu sonucu oluşur. Bir tamponlu çözelti içindeki flavilyum katyonunun 

öngörülen pKa’sı 1–3, kinonoid baz ve kalkonun pKa’sı 4–5, kinonoid ve kalkon 

monoanyonların pKa’sı ise 7.5–8.0’dır [32]. Flavilyum katyonu ve kinonoid bazı suda 

kırmızı, kinonoid monoanyon ve dianyon ise mor ve mavi olarak gözlemlenebilir. 

Düşük pH (örneğin pH 1) koşullarında peonidin (3-O-metile edilmiş antosiyanin) 

vişne kırmızısı bir ton sergiler, ancak pH 8’de rengi koyu maviye döner. 

Antosiyaninlerin açilasyonu, flavilyum katyonlarının oranını artırarak antosiyanin 

pigmentinin kırmızılığını pH artışında bile korumaya yardımcı olur [31]. Çoğu 

antosiyanin pigmenti, bazlara kıyasla asidik koşullarda yüksek stabiliteye sahiptir ve 

yüksek pH’da bozulma meydana gelir. Örneğin, siyanidin ve delfinidin asidik 

koşullarda daha stabildir.  

1.5. Antosiyanin Taşınması 

Antosiyaninler, bitkilerde endoplazmik retikulumun (ER) sitoplazma tarafında üretilir 

ve uzun süreli depolama için merkezi vakuole taşınmaları gerekmektedir [33] (Şekil 

2). Antosiyaninlerin hücre içi taşınmasına ilişkin ayrıntılar, önceki çalışmaların 

çelişkili sonuçlar vermesi nedeniyle tam olarak aydınlatılamamıştır. Farklı ABCC 

proteinlerinin, antosiyaninlerin zar boyunca taşınmasında rol oynadığı bildirilmiştir 

[34–36]. Ancak, antosiyaninlerin ER'den alınıp oradan vakuole transfer edilip 

edilmediği veya sitoplazma aracılığıyla taşındıktan sonra merkezi vakuole alınıp 

alınmadığı net değildir [33]. Mekanizma, bitki türleri arasında farklılık gösterebilir 
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veya her iki yol da antosiyanin taşınmasına katkıda bulunabilir. A. thaliana' da 

proantosiyanidin pigmentasyonunda kritik bir faktör olarak keşfedilen TT19 adlı 

vezikül ile ilişkili protein, antosiyanin taşınmasının da veziküller aracılığıyla 

gerçekleştiğini önermektedir [37]. MATE (TT12) taşıyıcılarının da potansiyel 

antosiyanin taşıyıcıları olarak önerilmesine rağmen, bazı çalışmalar MATE'lerin 

antosiyanin değil, proantosiyanidin öncüllerini taşıdığını ileri sürmektedir [38]. Daha 

önce, TT19 adlı bir GST'nin, antosiyanin taşınması sırasında bir “ligandin” yani 

koruyucu protein işlevi gördüğü varsayılmıştır [37,39,40]. Ancak, son zamanlarda 

yapılan bir çalışma, antosiyaninle ilişkili GST'nin (arGST) siyanidin sentezinde 

enzimatik bir işlev gösterdiğini ortaya koymuştur [1]. Bu bulgu, arGST'nin antosiyanin 

taşınmasındaki rolünü tamamen ortadan kaldırmaz; aksine, antosiyanin taşınması ile 

ilgili önceki gözlemlerin alternatif bir açıklamasını sunar. Antosiyaninlerin başarılı bir 

şekilde taşınması, merkezi vakuolde gerçekleşen ek modifikasyon reaksiyonları 

(örneğin, şeker eklenmesi) nedeniyle kritik öneme sahiptir. Hücre içindeki antosiyanin 

lokalizasyonu, bitkinin fenotipik görünümünü etkileyebilir. Antosiyanin kümeleri 

hızla dağılabilir ve bu durum bitki organının renk değişikliğine neden olabilir. 

Vakuolardaki pH değişiklikleri, antosiyaninlerin görünümünü hızla değiştirebilir [41]. 

Araştırmalar, antosiyaninlerin hücre içi taşınması hakkında önemli bilgiler sunsa da 

bitki hücreleri arasındaki veya farklı organlar arasındaki taşınması konusunda çok az 

bilgi bulunmaktadır [33]. Tüm bitki hücrelerinin fenilalanin bazlı antosiyanin 

sentezleme yeteneğine sahip olması göz önüne alındığında, hücreler arası taşınmanın 

biyolojik olarak ne kadar önemli olduğu tartışmalıdır. 

 

 

Şekil 1.4: Antosiyanin Taşınması [42]. 
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1.6. Doğal ve Sentetik Boyalar 

Gıda endüstrisinde, gıda ürünlerinin başarılı ticarileştirilmesi ve pazarlanması yalnızca 

fiyat ve kaliteye bağlı değildir; aynı zamanda tüketicilerin ürünlerin şekil ve renk 

açısından cazibesine de büyük ölçüde bağlıdır. Bu bağlamda, özellikle çocukların 

hedef kitle olduğu durumlarda, gıda maddelerinin renk, şekil ve kokusunu daha çekici 

ve hoş hale getirmek için çeşitli gıda katkı maddeleri kullanılmaktadır. Tüketicinin 

ilgisini çekmek için günümüzde uygulanan en stratejik yöntemlerden biri, gıda 

maddelerinin farklı tonlarda gösterilmesidir. Buna bağlı olarak, sanayi gıda ürünlerine, 

istenen yapay renkleri vermek amacıyla (doğal veya sentetik) çeşitli gıda boyaları 

eklenmektedir; örneğin, gazlı içecekler, konserve meyveler, tatlılar, jelatin ve süt 

ürünleri gibi ürünlerde kullanılmaktadır. On yıllardır, doğal boyaların işlenme 

sırasında kararsız ve kolay bozulan özellikleri nedeniyle, üreticiler tarafından sentetik 

boyalar tercih edilmiştir [43,44]. Sentetik boyalar ise yüksek su çözünürlüğü, stabil 

renk, düşük üretim maliyetleri ve minimal mikrobiyolojik kontaminasyon gibi 

avantajlara sahiptir [45]. Ancak, bu pigmentlerin sürekli tüketilmesinin, olumsuz 

etkileri nedeniyle ciddi sağlık sorunlarına yol açabileceği gösterilmiştir. Örneğin, azo 

boyalar (Amaranth, Allura Red, Ponceau 4R gibi) aşırı tüketildiğinde çocuklarda 

alerji, astım, ürtiker, anjioödem, hiperaktivite ve dikkat eksikliği, migren, anksiyete, 

nörolojik işlevlerde bozulma, sitotoksik, kanserojen ve ksenosestrojenik etkiler, ayrıca 

löukotrien B4 sentezinde artış ve tedavi edilemeyen genetik hastalıklara neden olabilir 

[46–48]. Öte yandan, Eritrosin gibi Ksantan boyaların aşırı miktarda kullanılması, 

alerjiler, böbrek veya tiroid bozuklukları, bronşiyal sorunlar, astım, davranış 

bozuklukları, kusma, hiperaktivite, merkezi sinir sistemi bozuklukları ve hemolitik 

bozukluklara yol açabilir [49]. 

Bu bağlamda, Amerika Birleşik Devletleri Gıda ve İlaç İdaresi (FDA) ve Avrupa Gıda 

Güvenliği Kurumu (EFSA), tüketiciler için güvenli kabul edilen seviyeleri sağlamak 

ve bu pigmentlerin kısa ve uzun vadeli kullanımındaki olumsuz etkileri önlemek 

amacıyla bu pigmentlerin tüketimine izin veren düzenlemeleri yürürlüğe koymuştur. 

Gıda sentetik boyalarının kabul edilebilir günlük alım (ADI) değeri, zararlı olmadan 

kilogram başına günlük tüketilebilecek madde miktarını gösteren bir ölçüttür [50]. 

Ayrıca, bu gıda boyalarının gıda ürünlerinin içerik listelerine dahil edilmesini 

kolaylaştırmak amacıyla, Codex Gıda Katkı Maddeleri Komitesi (CCFA), gıda katkı 

maddelerinin içerik listelerinde, katkı maddesinin spesifik adının (genellikle uzun ve 
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karmaşık kimyasal yapıya sahip) yerine üç basamaklı bir sayı olarak listelenmesini 

sağlayan Uluslararası Gıda Katkı Maddeleri Numaralandırma Sistemi (INS)’ni 

oluşturmuştur [46,50]. 

Bitkilerden elde edilen antosiyaninler, gıda katkı maddesi olarak kullanılmıştır. Gıda 

katkı maddesi E163, üzüm kabuğu gibi meyve antosiyaninlerinden türetilen ticari katkı 

maddelerinden biridir ve mor renkte reçel, şekerleme ve içecek üretiminde 

kullanılmaktadır. Son zamanlarda sentetik gıda boyaları, özellikle nörolojik 

fonksiyonlar ve davranışsal etkiler açısından insan sağlığına olan olumsuz etkileri ve 

güvenlik endişeleri nedeniyle kamuoyunun dikkatini çekmiştir. Toplam 153, üç 

yaşındaki ve 144 sekiz ila dokuz yaşındaki çocuğu içeren bir klinik çalışmada, sodyum 

benzoat (E211) ile birlikte diyetle tüketilen, gün batımı sarısı (E110), karmosin (E122), 

tartarazin (E102), ponceau 4R (E124), kinolin sarısı (E104) ve Allura red AC (E129) 

içeren yapay renklerin, normal çocuklarda hiperaktivitenin önemli ölçüde artmasına 

ve bu durumun en az orta çocukluk dönemine kadar devam etmesine yol açtığı rapor 

edilmiştir [51]. Bu bulgu, sentetik gıda boyalarına alternatif olarak antosiyanin gibi 

doğal gıda boyalarının araştırılmasına büyük ilgi uyandırmıştır. Günümüzde yoğurt 

içecekleri ve bazı karışık meyve sularında antosiyanin bazlı boyaların kullanımı 

giderek yaygınlaşırken, bazı şirketler hâlâ ürünlerinde sentetik boyaları 

kullanmaktadır; ancak, bu sentetik boyalar aşırı tüketildiğinde toksik etkiler 

gösterebilir. Son zamanlarda, açilasyonlu antosiyaninler, açilasyonsuz antosiyaninlere 

göre yüksek stabiliteleri nedeniyle gıda endüstrisinde tercih edilen boyar maddeler 

arasında yer almaktadır [52]. Ayrıca, örneğin mürdüm eriği ve diken erik gibi belirli 

meyvelerden, yüksek miktarda açilasyonsuz antosiyanin nispeten düşük maliyetle 

üretilmekte ve bu ürünler gıda endüstrisinde boyar madde olarak kullanılma 

potansiyeline sahiptir. 

Allura Red, Amaranth, Ponceau 4Rc, Carmoisine ve Eritrosin gibi sentetik kırmızı 

boyalar, yüksek sıcaklık koşullarında stabil olmaları, düşük üretim maliyetleri ve 

yoğun kırmızı renkleri nedeniyle dünya genelinde gıda endüstrisinde en yaygın 

kullanılan kırmızı renklendirici ajanlardır [53]. Bu nedenle, potansiyel alerjileri veya 

olumsuz etkileri önlemek amacıyla kontrollü dozlarda uygulanmaları gerektiği göz 

önünde bulundurularak, gıdaların tüketiciler için çekici ve cazip hale getirilmesi 

amacıyla sıklıkla kullanılmaktadır. 
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E129 (Allura red AC), C18H14N2Na2O8S2 kimyasal formülüne sahip bir azo boyasıdır 

[43,54]. Bu boya, 6-hidroksi-2-naftalin sülfonik asit ve 5-amino-4-metoksi-2-toluen 

sülfonik asidin karıştırılmasıyla sentezlenir [55]. Allura kırmızısı, gıda, içecek, 

şuruplar, tatlılar, şekerlemeler, fırın ürünleri, dondurma ve içeceklerde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Gıda ürünlerinde Allura kırmızısının kabul edilebilir günlük alım 

(ADI) değeri 7 mg/kg olarak belirlenmiştir [54]. Ancak bu boya karaciğer ve böbrekler 

üzerinde toksik etkilere sahiptir ve özellikle çocuklarda astım, alerjiler, kanser, beyin 

hasarı ve dikkat eksikliği hiperaktivite bozukluğu (DEHB) gibi sağlık sorunlarına 

neden olabilmektedir [43,54,55]. 

E124 (Ponceau 4R), C20H11N2Na3O10S3 kimyasal formülüne sahiptir [56]. Ponceau 

4R, toz içeceklerde, süt ürünlerinde ve birçok üründe düşük maliyetli olması, iyi su 

çözünürlüğü, düşük mikrobiyolojik kontaminasyon riski ve yüksek stabilitesi 

nedeniyle kullanılmaktadır. FAO ve WHO'ya göre Ponceau 4R'nin ADI değeri 4 

mg/kg olarak belirlenmiştir [57,58]. Ancak Ponceau 4R, toksik ve kanserojen aromatik 

halka yapıları ile azo fonksiyonel gruplar içerdiğinden aşırı tüketildiğinde alerjiler, 

nörolojik toksisiteler ve kanser gibi olumsuz sağlık etkilerine neden olabilmektedir 

[56,58]. 

E122 (Carmoisine), C20H12N2Na2O7S kimyasal formülüne sahiptir [59]. Karmosin, 

şekerlemeler, cipsler, dondurmalar ve gazlı içecekler gibi çeşitli gıda ürünlerinde renk 

verici olarak kullanılır. WHO ve FAO'ya göre karmosinin ADI değeri 4 mg/kg olarak 

belirlenmiştir [59]. Ancak yapılan araştırmalar karmosinin çocuklarda hiperaktiviteye, 

bazı bireylerde alerjik reaksiyonlara ve hayvanlarda kansere neden olabileceğini 

göstermiştir. Son yıllarda Avrupa Birliği ve ABD'de karmosinin gıda ve kozmetik 

ürünlerinde kullanımı yasaklanmıştır, ancak gelişmekte olan bazı ülkelerde hâlâ ticari 

olarak kullanılmaktadır [60,61]. 

E127 (Eritrosin), C20H6I4Na2O5 kimyasal formülüne sahiptir [62,63]. Eritrosin, meyve 

aromalı içeceklerde, keklerde, şekerlemelerde ve gazlı içeceklerde renk verici olarak 

kullanılır. WHO'ya göre Eritrosin'in ADI değeri 0.01 mg/kg olarak belirlenmiştir. 

Ancak eritrosin alerjilere, anemiye, kansere, nörotoksisiteye, DNA hasarına ve tiroid 

bozukluklarına neden olabilmektedir [64]. Bu nedenle gıda ürünlerinde kullanımının 

kontrol edilmesi gerekmektedir. 
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Sonuç olarak, sentetik gıda boyalarının sağlık üzerindeki olumsuz etkileri nedeniyle 

antosiyanin gibi doğal bazlı renklendiricilere olan talep artmaktadır. Antosiyaninler, 

gıda, ilaç ve kozmetik endüstrilerinde sentetik boyalara alternatif olarak 

kullanılabilecek umut verici doğal pigmentlerdir. Doğal Gıda Boyaları Pazarının 

büyüklüğü, 2025'te 2,25 milyar USD olarak tahmin edilmekte olup, 2030'a kadar 

%8,47'lik bileşik yıllık büyüme oranı (CAGR) ile 3,37 milyar USD'ye ulaşması 

beklenmektedir (2025-2030 tahmin döneminde)[65]. 

Doğal gıda boyaları endüstrisi, tüketici tercihleri ve sürdürülebilirlik girişimleri 

doğrultusunda önemli bir dönüşüm yaşamaktadır. BASF'in 2022 raporuna göre, Asya-

Pasifik bölgesindeki tüketicilerin yaklaşık %80'i yapay içeriklerin olumsuz sağlık 

etkilerinin farkına varmış durumda ve tüketicilerin %65' i yapay renklendiriciler içeren 

gıdalardan aktif olarak kaçınmaktadır. Bu artan farkındalık, büyük gıda üreticilerini 

ürünlerini yeniden formüle etmeye yönlendirmiş ve doğal gıda boyaları çözümlerinde 

yeniliklere yol açmıştır. Şirketler, yapay renklere alternatif, ısı ve pH stabilitesine 

sahip doğal gıda boyaları kaynaklarını keşfetmek amacıyla araştırma ve geliştirmeye 

giderek daha fazla yatırım yapmaktadır. Gelişmiş ülkelerdeki tüketiciler, üreticilerin 

kullandığı ürün formülasyonlarını ve doğal gıda bileşenlerinin kalitesini belirlemede 

giderek daha donanımlı hale gelmiştir. 2022'de Natural Food Colors Association 

(NATCOL) tarafından yayınlanan bir çalışmaya göre, küresel tüketicilerin yaklaşık 

%60'ı yapay renklendiriciler içermeyen ürünleri görmek istediklerini belirtirken, son 

yıllarda doğal gıda boyası lansmanlarının oranı %77'den fazla artmıştır. Bu artan 

farkındalık, Kellogg's, General Mills, Nestlé SA, Campbell Soup ve Kraft Heinz gibi 

büyük gıda şirketlerini ürün formülasyonlarından yapay katkı maddeleri ve 

renklendiricileri sınırlama taahhüdüne yöneltmiştir. Örneğin, Nestlé, Butterfinger 

ürününün renk kaynağını Yellow 5 ve Red 40’tan, achiote ağacı tohumlarından elde 

edilen Annatto'ya değiştirmiştir [65]. 

1.7. Glutatyon Transferazlar (GST) 

Flavonoidler, bitkiler karasal ortama geçiş yaptığından beri var olarak evrimleşmiş ve 

çeşitli fizyolojik süreçlerde rol oynamışlardır. Flavonoidler sitozolde sentezlenir ve 

depolanmak üzere vakuole veya biyoaktif moleküller olarak işlev gösterebilecekleri 

diğer hedeflere taşınırlar. Flavonoid biyosentezinin, depolanmasının ve işlevlerinin 

farklı yerlerde gerçekleşmesi, flavonoidlerin biyolojik rollerini yerine getirmeleri için 
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verimli taşınım mekanizmalarını gerektirir. Ancak, flavonoidlerin hücre içindeki 

dağılımı, taşınımı ve depolanmasına dair kanıtlar yakın zamanlarda ortaya 

konulmuştur [66,67]. Bitki hücrelerinde flavonoid taşınımı için vezikül trafiği, 

membran taşıyıcıları ve GST aracılı mekanizma olmak üzere üç farklı mekanizma 

vardır [67]. Son 10 yıl içinde, yeni biyokimyasal özelliklere ve in planta biyolojik 

işlevlere sahip flavonoid taşıyıcılarının fonksiyonel karakterizasyonu da dahil olmak 

üzere, flavonoidlerin vakuol içi birikim mekanizmalarının anlaşılmasında önemli 

ilerlemeler kaydedilmiştir [35,68,69]. 

Glutatyon S-transferazlar (GST'ler), yaygın enzimlerin büyük bir ailesini oluşturur; 

topluca, fotosentetik bitki hücrelerindeki çözünebilir proteinin yaklaşık %1'ini teşkil 

eder [70,71]. GST'ler, hayvanlara uygulanan birçok ilaç ve bitkilere uygulanan 

herbisitler dahil olmak üzere çeşitli eksojen substratın detoksifikasyonu için gereklidir 

[72,73]. Enzim çeşitliliği, çok sayıda aile üyesi ve GST'lerin 20 ila 30 kDa'lik alt 

birimlerden oluşan homo ve heterodimerler olarak işlev görmesiyle yansıtılır. 

Ekonomik öneme sahip herbisitler ve safenerler (herbisitlerin olumsuz etkisinden 

bitkiyi koruyan katkı maddesi), bitki GST'lerinin substratları olarak ilgi odağı 

olmuştur.  

GST’lerin, çeşitli abiyotik ve biyotik stres direnci ve bitki gelişim aşamalarında 

işlevlerinin olduğu belirlenmiştir [74,75]. Bitkilerde iyi incelenmiş detoksifikasyon 

reaksiyonları, nihayetinde glutatyon (GSH) ile konjugatlanmış substratların vakuole 

sekestrasyonuna (ayrılmasına, birikmesine) yol açar. Ancak, GST'lerin endojen 

bileşiklerle olan fonksiyonu hakkında çok az şey bilinmektedir. Bu durum dikkat 

çekicidir çünkü bitkiler, potansiyel GST substratları olan sayısız toksik sekonder 

metabolit sentezler. Bu bileşiklerin bitkinin hayatta kalabilmesi için farklı hücre 

bölümlerine yerleşmesi gerekmektedir [76]. Bugüne kadar, sadece üç tür 

mekanizmanın antosiyanin ve flavonoid taşımasında yer aldığı varsayılmaktadır: 

glutatyon S-transferaz (GST), vezikül taşıma ve membran taşıyıcıları [77]. Ancak, bu 

farklı ama birbirini dışlamayan mekanizmaların antosiyaninlerin 

kompermentalizasyonu için nasıl birlikte çalıştığı sorusu hala cevaplanmamıştır. 

GST'ler (Glutatyon S-transferazlar), tripeptit glutatyonun (γ-glutamil-sisteinil-glisin; 

GSH), reaktif elektrofilik bir merkez içeren bir ko-substrata (R-X) transferini 

katalizleyerek, polar bir S-glutatyonillenmiş reaksiyon ürünü (R-SG) oluşumunu 

sağlar. 
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GST'ler, bitkilerde büyük bir gen ailesi tarafından kodlanır ve bu enzimler, 

ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve stres yanıtları dahil olmak üzere çok işlevli 

özelliklere sahiptir [78,79]. Dizi benzerlikleri, immünolojik karakterizasyonlar, 

kinetik özellikler ve genomik yapısal organizasyona göre bitki GST'leri 10 alt sınıfa 

ayrılır: Phi, Tau, Lambda, Dehidroaskorbat Redüktaz (DHAR), Tetraklorohidrokinon 

(TCHQD), Uzama Faktörü-1 Gamma (EF1G), Zeta, Theta, Hemerythrin ve Iota [80]. 

Bu sınıflar arasında, Phi sınıfı bitkilere özgüdür ve yakın zamanda antosiyanin 

taşınmasında rol oynadığı öne sürülmüştür [37]. Gen delesyonu ve mutagenez 

yöntemleri kullanılarak yapılan çalışmalar, GST'lerin antosiyaninlerin muhtemel en 

önemli taşıyıcıları olduğunu gösterilmiştir. Örneğin, mısırda bir GST (Bronze-2, Bz2) 

geninin eksikliği, yalnızca antosiyaninlerde büyük bir azalmanın meydana gelmesine 

değil, aynı zamanda antosiyaninlerin taşınamaması nedeniyle mısırın görülebilir 

renginin kaybolmasına da neden olmuştur [34]. Benzer şekilde, birçok çalışma, GST 

fonksiyonunun kaybının, bitkilerde görünür pigment birikiminin kaybına yol 

açabileceğini göstermiştir. Bu, petunyada PhAN9 [39], üzümde VvGST4 [81], 

siklamende CkmGST4 [82], liçide LcGST4 [83], elmada MdGST [84], şeftalide Riant 

[85] ve Arabidopsis’te AtTT19 [37] ile gösterilmiştir. 

AN9, petunyadan (Petunia hybrida) elde edilen bir glutatyon S-transferaz (GST) 

enzimidir ve antosiyaninlerin sitoplazmadaki sentez yerinden alınıp, kalıcı olarak 

vakuolde depolanması sürecinde etkin bir şekilde dışa taşınması için gereklidir. Pek 

çok yabancı bileşik (ksenobiyotik) için, kovalent olarak bağlanmış bir glutatyon 

(GSH) etiketi, bu moleküllerin vakuolden ayrılmak üzere tanınmasını sağlar ve bu 

tanıma, tonoplasta lokalize olmuş ATP-bağlayıcı kaset (ABC) taşıyıcısı tarafından 

gerçekleştirilir [39]. 

1.8. PhAN9 GST Enziminin Filogenetik Sınıflandırılması 

Filogenetik ağaç, biyolojik taksonlar arasındaki evrimsel ve filogenetik ilişkileri 

fiziksel veya genetik özelliklerine dayanarak gösteren ağaç benzeri bir grafiksel 

temsildir [86–88]. Düğümler (nodes) ve dallardan (branches) oluşan bir filogenetik 

ağaçta, düğümler taksonomik birimleri temsil ederken, dallar bu birimler arasındaki 

tahmini zaman ilişkilerini gösterir [89,90] . Filogenetik ağaç çıkarımı için kullanılan 

iki ana yöntem kategorisi bulunmaktadır [91]Mesafeye dayalı (distance-based) 

yöntemler (NJ yöntemi ve UPGMA yöntemi gibi) [92]. Bu yöntemler, önce özellik 
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matrisini mesafe matrisine dönüştürerek türler arasındaki evrimsel mesafeleri temsil 

eder ve ardından kümeleme algoritmalarını kullanarak incelenen türleri analiz eder ve 

filogenetik ağacı oluşturur [93]. Karaktere dayalı (character-based) yöntemler 

(parsimoni yöntemi ve olasılık yöntemi gibi) [94,95]Bu yöntemler genellikle çok 

sayıda varsayımsal ağaç üretir ve ardından belirli kriterlere göre en uygun ağacı seçer 

(MP yöntemi, ML yöntemi ve BI yöntemi gibi algoritmalara dayanarak) [96]. 

Parsimoni yöntemi açık bir model varsayımına sahip değilken, olasılık yöntemi belirli 

bir sabit dizi evrim modeli ve olasılık fonksiyonu içerir [97]. Mesafeye dayalı 

yöntemler her zaman tek bir evrim ağacı üretirken, parsimoni ve olasılık yöntemleri 

en uygun ağacı oluşturana kadar birçok varsayımsal ağaç oluşturur ve değerlendirir 

[90]. 

Filogenetik analiz, evrimsel ilişkileri ortaya koyarak protein veya gen ailelerinin 

sınıflandırılmasına yardımcı olan güçlü bir araçtır. GST enzim ailesi, farklı 

organizmalarda geniş bir yayılım göstermekte olup, çok çeşitli metabolik süreçlerde 

rol almaktadır. Bu nedenle, tez çalışmamı kapsamında incelenen GST geninin 

(PhAN9) filogenetik analizi, bu genlerin bitkilerdeki evrimsel konumunu belirlemek, 

heterolog sistemlerde işlevsel rollerini anlamak ve benzer enzimlerle olan ilişkisini 

ortaya çıkarmak açısından önemlidir. Özellikle Phi ve Tau sınıfı GST'ler çoğunlukla 

bitkilerde bulunur ve detoksifikasyon süreçlerinin yanı sıra antosiyanin taşıma ve 

birikimi gibi işlevlerde görev alırlar. Maksimum likelihood (ML) yöntemiyle 

oluşturulmuş filogenetik ağaç (Şekil 1.5), GST proteinlerinin evrimsel yakınlığını 

ortaya koymaktadır.  Özellikle IbGSTF4 ve PhAN9 arasındaki filogenetik mesafenin 

nispeten kısa olması, bu iki genin muhtemelen benzer substratlara bağlanabildiğini ve 

benzer metabolik süreçlerde rol alabileceğini düşündürmektedir. 
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Şekil 1.5: PhAN9 Glutatyon S-Transferazın (GST) Soy Ağacı (ML:Maximum 

Likehood) yöntemi kullanılarak oluşturulmuştur). 

 

1.9. Mikroorganizmalarda Antosiyanin Üretimi 

Bitkilerde ikincil metabolitler olarak flavonoidlerin üretimi, yüksek düzeyde 

düzenlenmiş olup dokuya özgü bir şekilde gerçekleşmektedir. Gelişimsel ya da 

çevresel uyarılar olmaksızın, bitkilerde flavonoid birikimi genellikle sınırlı düzeyde 

kalmaktadır. Flavonoidlerin ticari olarak büyük ölçüde bitkilerden elde edilmesi, bu 

sınırlı birikimin önemli bir üretim zorluğu oluşturmasına neden olmaktadır [98]. 

Ayrıca, bazı önemli flavonoid bileşikleri, kültürü güç olan veya uzun büyüme 

dönemleri gerektiren bitki türlerinden ekstrakte edilmektedir; bu durum da üretim 

maliyetlerini daha da artırmaktadır. Her ne kadar bazı flavonoid bileşiklerinin 

kimyasal sentezi mümkün olsa da toksik kimyasal çözücülerin kullanılması ve zorlu 

reaksiyon koşullarının gerekliliği, bu yüksek değerli bileşiklerin de novo sentezini 

önemli ölçüde kısıtlamaktadır. Ayrıca, aktif moleküllerin oluşumu için gerekli olan 
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glikozilasyonlar ve kiral sentez gibi spesifik modifikasyonlar da kimyasal sentez 

süreçlerinde önemli zorluklar teşkil etmektedir [99,100].  

Doğal kimyasalların üretimi için mikroorganizmaların mühendisliği, endüstriyel 

ihtiyaçları karşılamada umut verici ve sürdürülebilir bir yöntemdir. Bu sebeplerle, 

flavonoid üretimi amacıyla fenilpropanoid yolağının metabolik mühendisliği yoluyla 

geliştirilmesi ve optimizasyonu hem akademik hem de endüstriyel alanda yoğun ilgi 

gören bir araştırma alanı haline gelmiştir. Tarım bitkilerinin veya özel türlerin genetik 

mühendisliği, flavonoid üretim veriminin artırılmasını hedeflerken; mikrobiyal 

sistemlerin mühendisliği ise flavonoid biyosentez yollarının yeniden yapılandırılması 

yoluyla fermantasyon teknolojilerinden yararlanarak belirli bileşiklerin kontrollü 

koşullar altında sürekli üretimini amaçlamaktadır. Her iki yaklaşım da önemli 

farmasötik etkinliğe sahip yeni flavonoid bileşiklerinin üretimi için 

kullanılabilmektedir. 

Metabolik mühendislikte en yaygın kullanılan sistem olan E.coli, naringenin, 

kaempferol ve katekin gibi doğal flavonoidlerin biyosentezi için kapsamlı şekilde 

modifiye edilmiştir [101–104]. Daha sonrasında, bu konak mikroorganizma çeşitliliği 

Saccharomyces cerevisiae ve Streptomyces venezuelae gibi organizmaları da 

kapsayacak şekilde genişletilmiştir [104,105]. Yakın zamanda ise, amino asit üreten 

bir bakteri olan Corynebacterium glutamicum'un, stilben ve flavanon üretimi için de 

kullanılabileceği bildirilmiştir [106].  

Flavonoid sınıfına ait polifenollerin önemli üyeleri olan antosiyaninler, büyük 

endüstriyel ve ticari değerleri nedeniyle uzun süredir ilgi görmektedir. 2005 yılında, 

Yan ve arkadaşları, Malus domestica’dan flavanon 3-hidroksilaz (F3H) ve ANS 

genlerini, Anthurium andraeanum’dan DFR genini ve Petunia hybrida’dan flavonoid 

3-O-glukoziltransferaz (F3GT) genini E. coli’ye klonlayıp eksprese etmişlerdir[107]. 

Bu rekombinant E. coli suşu, sırasıyla naringenin ve eriodiktiol öncüllerini kullanarak 

6,0 µg/L siyanidin 3-O-glukozid ve 5,6 µg/L pelargonidin 3-O-glukozid üretmiştir 

[107]. Daha sonraki çalışmalarda, bitki kaynaklı enzimlerin seçimi, UDP-glukoz 

havuzunun optimizasyonu, öncül alımının düzenlenmesi ve üretim sürecinin 

iyileştirilmesi sayesinde üretim verimi büyük ölçüde artırılmıştır. Sonuç olarak, 

afzelechin ve katekin öncülleri kullanılarak pelargonidin 3-O-glukozid üretimi 113 

mg/L’ye, siyanidin 3-O-glukozid üretimi ise 350 mg/L’ye ulaşmıştır [108–110]. 
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Önemli kimyasalların, mikrobiyal hücre fabrikası olarak kullanılan E. coli, antosiyanin 

üretimi için en uygun sistemlerden biri olarak kabul edilmektedir. E. coli'de metabolik 

mühendislik yöntemleriyle flavonoid üretimi, biyosentetik kofaktörlerin artırılması 

yoluyla verimliliği geliştirmek amacıyla yaygın olarak kullanılmaktadır. Örneğin, 

antosiyanin sentezi için gereken şeker verici UDP-glikoz, antosiyaninlerin sentezinde 

kritik rol oynar. UDP-glikoz biyosentetik geninin, antosiyanin sentaz-3-O-

glukoziltransferaz (ANS-3GT) ile füzyonlanmış haliyle yüksek oranda eksprese 

edilmesi, E. coli'de daha yüksek antosiyanin konsantrasyonlarına ulaşılmasını 

sağlamıştır [111]. Ek olarak, UDP-glikoz yollarının silinmesi sonrasında da 

verimlilikte artış gözlemlenmiştir [112]. 

Kombinatoryal (bütünleştirici) biyosentetik yaklaşım, E. coli'de ahududu üretiminde 

antosiyanin ve 5-deoksi-flavanon üretimi için de uygulanmıştır [111,113]. 

Antosiyaninler, F3H, DFR, ANS ve 3GT genlerinin eksprese edilmesiyle 

naringeninden sentezlenir. Genetik mühendisliği yoluyla geliştirilen   E. coli'deki en 

yüksek naringenin üretimi 421.6 mg/L [114], kaempferol ise 57 mg/L olarak 

belirlenmiştir [115].  

Lim ve ark. [110]'in çalışmasına göre, öncül fazlalığı, substrat seviyesi ve gen 

ekspresyon seviyelerinin kontrol edilmesiyle E .coli'de 122.3 mg/L siyanidin elde 

edilmiştir. Başka bir güncel çalışmada, E. coli BL21 hücrelerinde kırmızı renkli C3G 

(siyanidin 3-O-glukozit) üretimini iyileştirmek amacıyla çoklu monosistronik ve çok 

değişkenli vektörler tasarlanmış ve 439 mg/L C3G verimine ulaşılmıştır [116]. Yan ve 

ark. ([101] kültür pH’sını optimize etmek, rasyonel manipülasyon yapmak ve füzyon 

protein oluşturmak suretiyle E. coli'de 78.9 mg/L P3G (pelargonidin 3-O-Glikozit) 

üretmiştir. Ayrıca, antosiyanin peonidin 3-O-glukozidinin (56 mg/L) üretimi, O-

metilasyonlu antosiyanin üretiminin mühendislik yaklaşımlarıyla elde edilmiştir 

[117]. Üretim verimi, genetik mühendisliği yoluyla tasarlanan E. coli hücrelerinde dışa 

atım pompalarının (örneğin, TolC delesyonu veya YadH overekspresyonu) 

etkinliğinin değiştirilmesi yoluyla, antosiyaninlerin birikmesi ve taşınması optimize 

edilerek artırılabilir [108,118]. 

Mikroorganizmalarda antosiyanin biyosentez yolunun oluşturulması ve mühendisliği, 

bitki enzimlerinin eşzamanlı eksprese edilmesini içerir. Gen ortologları farklı 

bitkilerde aynı reaksiyonu katalize eder, ancak bu enzimler farklı kinetik ve 

termodinamik özellikler sergileyebilir [118]. Bu durum, mikroorganizmalarda 



19 

 

heterolog ekspresyon sırasında çeşitli metabolik davranışlara ve hedef bileşiklerin 

üretim seviyelerinde değişikliklere neden olabilir. Bu nedenle, farklı türlerden enzim 

taraması ve seçimi, antosiyaninler ve diğer flavonoidlerin üretimini artırmak için 

önemli bir stratejidir [102]. Örneğin, Yan ve arkadaşları dört farklı bitkiden alınan 

ANS enzimlerinin in vivo aktivitelerini karşılaştırmış ve E. coli'de en yüksek siyanidin 

üretiminin Petunia hybrida kaynaklı ANS ile elde edildiğini göstermiştir [102]. Benzer 

şekilde, E. coli'de naringenin üretimi, upstream yolak enzimlerinin (4CL, CHS ve CHI 

gibi) farklı homologlarının karşılaştırılmasıyla optimize edilmiştir [103]. Farklı 

kaynaklardan alınan enzim kombinasyonları naringenin veriminde önemli farklılıklar 

göstermiştir [103]. Benzer bir strateji resveratrol üretimi için de kullanılmıştır [119]. 

Ancak uygun bir enzim sistemi kurulduktan sonra bile, mikroorganizmalarda yüksek 

verimli antosiyanin üretimi her zaman garanti edilmemektedir, çünkü bitki kökenli 

enzimlerin prokaryotik hücrelerde heterolog ekspresyonu genellikle genetik 

mühendislik modifikasyonları gerektirir. Örneğin, Catharanthus roseus kaynaklı bir 

P450 enzimi olan F3'5'H'nin prokaryotik ekspresyonu için, 5' ucundaki dört kodon 

çıkarılmış, beşinci kodon başlangıç kodonuyla değiştirilmiş ve altıncı kodon lösinden 

alanine değiştirilmiştir [120]. Daha sonra bu yeniden tasarlanmış F3'5'H, C. roseus'tan 

türetilmiş kısaltılmış bir P450 redüktaz ile birleştirilerek bir kimerik hidroksilaz 

oluşturulmuş ve kuersetin üretimi sağlanmıştır [120]. Metabolik yolaktaki bireysel 

enzimlerin modifikasyonlarının yanı sıra, ardışık adımlarda görev alan birden fazla 

enzimin birleşik ekspresyonu da antosiyanin üretimini artırmada etkili bir yöntemdir. 

Örneğin, Arabidopsis thaliana kaynaklı F3GT enziminin Petunia hybrida kaynaklı 

ANS'nin N-terminaline pentapeptid bir bağlayıcı ile füzyon edilmesi sonucu, ayrı ayrı 

eksprese edilen enzimlere kıyasla çok daha yüksek siyanidin 3-O-glukozit (C3G) 

verimi elde edilmiştir [102]. Bu kimerik enzim kompleksinin, kararsız siyanidin ara 

ürününün lokal konsantrasyonunu artırarak onu hızlıca F3GT'ye aktardığı ve böylece 

siyanidinin bozulmasını önleyerek üretim verimini artırdığı düşünülmektedir. 

Antosiyaninlerin mayada heterolog üretimi ile ilgili yapılan çalışmada, heterolog GST 

ekspresyonunun antosiyanin üretiminde, lökoantosiyanidin dioksigenaz enziminin 

ürünü olan flavan-3,3,4-triol'ün siyanidine dönüşümünde gerekli olan dehidrasyon 

reaksiyonunun katalitik aktivitesinde etkisi olduğu ve antosiyanin üretiminde 36,5 kat 

verim artışını sağladığı kanıtlanmıştır. Benzer şekilde, bu tez çalışması kapsamında, 

E.coli’de PhAN9 (Petunia hybrida AN9) glutatyon S-transferazının heterolog 
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antosiyanin biyosentezini arttırmasındaki etkisinin incelenmesi amaçlanmıştır. Bu 

bağlamda, tez çalışması kapsamında E. coli’de antosiyanin üretiminin arttırılması için; 

antosiyanin taşınması ve birikmesinde önemli rolleri olduğu bilinen PhAN9 glutatyon 

transferazı, GST geni olarak seçilmiş ve E. coli’de daha önce tasarlanmış antosiyanin 

(C3G) üreticisi rekombinant hücrelere klonlamıştır. Literatürde, E. coli’de GST 

ekspresyonunun heterolog antosiyanin üretimine etkisi ile ilgili şu ana değin yapılan 

çalışmanın olmaması bu çalışmanın özgünlük değerini arttırmaktadır. 
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2. MATERYAL  

Tez çalışması kapsamında, siyanidin-3-O-glukozit (C3G) üretiminin arttırılması için 

E. coli hücrelerinde klonlanma ve transformasyonu çalışmaları yapılmıştır. Genetik 

mühendislik yoluyla değiştirilen hücrelerde daha sonra C3G üretiminin arttırılması 

için besiyeri ve kültür koşullarının optimizasyonu gerçekleştirilmiştir.  

2.1. Kullanılan Kimyasallar 

Tez kapsamında kullanılan kimyasallar ve üretici firmaları Tablo 2.1’de 

gösterilmektedir. 

 

Tablo 2.1: Tez kapsamında kullanılan kimyasal ve sarf malzemeler. 

Kimyasal adı Kimyasal markası- Katalog numarası 

Ampisilin Sigma-Aldrich A9393-5G 

Streptomisin Sigma-Aldrich S6501-5G 

Casamino acid LabM Q33034/054 

Peptone Merck 1.07214.0500 

Trisin  BioShop / TRI001.100 

Magnezyum Klorür Hexahidrat 

(MgCl2.6H2O)  

AFG Bioscience / 223905-1KG 

Potasyum Hidroksit KOH  Sigma-Aldrich / 06005 

Amonyum Chloride (NH4Cl) AFG Bioscience 184934-1KG 

Sodyum Klorür NaCl  Sigma-Aldrich 

Asit Hidrolize Kazein  LabM- Q33034/054 

D (+)-Glucose, Anhydrous AFG  294126 

Morpholinopropane Sulphonic and 

Extra pure (MOPS) 

AFG Bioscience 355532 

Demir (II) Sülfat Heptahidrat 

(FeSO4.7H2O) 

AFG Bioscience 335074-1KG 
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Tablo 2.1: Tez kapsamında kullanılan kimyasal ve sarf malzemeler (devamı). 

Demir (II) Sülfat Heptahidrat 

(FeSO4.7H2O) 

AFG Bioscience 335074-1KG 

Potasyum Sülfat (K₂SO₄) Carlo Erba 474167-1KG 

Amonyum Molibdat 

(NH₄)₆Mo₇O₂₄4H₂O 

Sigma Aldrich M1819-10G 

Borik Asit (H₃BO₃) AFG Bioscience 373848-1KG 

Bakır (II) Sülfat Pentahidrat 

(CuSO4.5H2O)  

AFG Bioscience 260976-1KG 

Mangan Klorür (MnCl₂) Sigma Aldrich 244589-50G 

Çinko Sülfat Heptahidrat 

(ZnSO4.7H2O) 

AFG Bioscience 408022-1KG 

Potasyum Fosfat Monobasic Anhydrous  

(KH2PO4) 

AFG Bioscience 292188-1KG 

Potasyum Fosfat Dibasic Anhydrous 

(K2HPO4) 

AFG Bioscience 321171-1KG 

di-Amonyum Fosfat (NH4)2HPO4 Tekkim 310823294001-1KG 

Kalsiyum Klorür Dihidrat (CaCl₂2H₂O) AFG Bioscience 347762-1KG 

Thiamine Hidroklorür 

(C12H17CIN4OS.HCl) 

AFG Bioscience 402129-25G 

Tris Base neoFroxx 1115KG001 

Asetik Asit Merck 100056 

nutrient broth   Merck 1.05443.0500 

EDTA AFGSCİ 399168 

Yeast extract Bacto TM 212750 

Agar Bacto TM agar 214010 

Cyanidin-3-O-glucoside chloride  GLPBİO-GN10743 

IPTG  neofroxx 1122GR005 

N,N-Dimethylformamide  Sigma 59H364315 

HCl  Merck- K39100514 

DMSO Merck 102952 

PhNA9 glutatyon S-transferaz geni 

(sentetik) 

GenScript 
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Tablo 2.1: Tez kapsamında kullanılan kimyasal ve sarf malzemeler (devamı). 

Acetonitril Sigma 1.00030.2500 

SYBR safe Invitrogen S33102 

Formik asit Lachema 30587 

HPLC vial Agilent Technologies 5190-9062 

HPLC vial insert İsolab I.097.05.111.100 

HPLC vial kapak Agilent Technologies 5190-9067 

HPLC kolon Agilent Technologies Zorbax SB-C18 

(4.6 × 150 mm, 5 µm) 

48-Derin kuyulu plate (5 mL) VWR (732-3797) 

Derin kuyulu plate kapağı (plate seal) VWR (60941-086) 

SYBR safe Invitrogen S33102 

 

2.2. Kullanılan Kitler ve Enzimler  

Tez kapsamında, GST geninin klonlanması ve klonların doğrulanması aşamasında 

kullanılan kitler, enzimler, DNA belirteçleri Tablo 2.2’de sunulmuştur.  

 

Tablo 2.2: Klonlama ve klonların doğrulanması aşamasında kullanılan kitler,   

enzimler, belirteçler. 

Kit, Enzim ya da Belirteç adı Üretici firma/Katalog numarası 

NdeI NEB R0111S 

KpnI-HF NEB R3142S 

XhoI NEB R0146S 

T4 DNA ligaz NEB M0202S 

Taq DNA polimeraz İNtron -30221847 

100 bp + 500 bp DNA belirteci O’RangeRuler 

1 kb plus DNA belirteci NEB N0550G 

rCutsmart Buffer (10X) NEB B6004S 

Miniprep İzolasyon kiti Monarch T1010S/L 

Jel izolasyon kiti EcoPURE E5003 
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2.3. Kullanılan Cihazlar 

Tez kapsamında kullanılan cihazlar Tablo 2.3’te sunulmuştur. 

 

Tablo 2.3: Tez kapsamında kullanılan cihazlar. 

Cihaz adı Cihaz markası ve modeli 

HPLC Shimadzu – DGU-20A5R 

Buz makinesi  Vosko 

Agaroz Jel Görüntüleme Cihazı  Azure Biosystem, c600 

Otoklav  Hirayama, Hicla HVE-110 

Tartı  Precisa 1200C 

pH Metre Hana Instruments, pH 211 

Microprocessor pH Meter 

Su banyosu GFL 1083  

Mikrodalga Fırın Beko 1550 

-80 ⁰C derin dondurucu Esco Lexicon ULT Freezer 

Steril Kabin Heraus Hera Safe HS 12 

+4 ⁰C ve -20 ⁰C Buzdolabı  Arçelik 

Masa Üstü Santrifüj VWR, Microsent 17R 

Soğutmalı Santrifüj Gyrozen 124BR 

Soğutmalı Santrifüj Scanspeed Falkon Santrifüj-1580R 

Tartı Shimadzu AUW220D 

Santrifüj Beckman Coulter TM – Microfuge 18 

centrifuge 

PCR Thermocycler Biometra 

2.4. Besiyerleri ve Solüsyonlar 

Tez kapsamında klonlama, transformasyon ve hücre kültürü aşamalarında kullanılan 

solüsyon ve besiyerleri aşağıda sunulmuştur.  
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2.4.1. Kompetan Hücre Improved Tampon 

Hücre transformasyonunda, kompetan hücre hazırlanmasında kullanılan improved 

buffer hazırlamak için, 5 mL CaCl₂ ve 50 mL LB ile steril koşullarda karıştırılarak 55 

mL olarak hazırlandı. Kullanılan solüsyonlar öncesinde 0.45 µm şırınga filtre ile steril 

edildi. 

2.4.2. 50× TAE Buffer 

Agaroz jelde kullanılmak üzere TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) tamponu 50× olarak 

aşağıdaki şekilde hazırlanmış, daha sonra 1×’e seyreltilerek kullanıldı.  

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

karıştırılmış ve çözelti hacmi 1 litreye distile su ile tamamlandı.  

2.4.3. LB Besiyeri ve LB Agar Besiyeri      

E. coli hücrelerinin klonlanması, transformasyonu ve önkültürleri sürecince 

kullanılan LB broth ve LB agar besiyerleri aşağıdaki şekilde hazırlandı.  

LB broth:  

-10 g nutrient broth 

-5 g yeast extract 

-8 g NaCl 

-0,52 g Tris base 

Tüm kimyasallar, 800 mL suda iyice çözüldükten sonra, mezürde hacim 1000 mL’e 

tamamlandı ve şişelere aktarım yapıldı. Sterilizasyon için otoklava atılarak 121°C’de 

15 dakika boyunca steril edildi.  

LB Agar:  

-10 g nutrient broth 

-5 g yeast extract 

-8 g NaCl 

-15 g agar 
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Agar hariç tüm maddeler 800 mL suda, manyetik karıştırıcıda manyetik balık 

yardımıyla çözüldü. Sonrasında mezürde hacim 1000 mL’e tamamlandı ve steril 

şişelere aktarım yapıldı. Son olarak agar eklenip, sterilizasyon için otoklava atılarak 

121°C’de 15 dakika boyunca steril edildi.  

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

Tez kapsamında, genetik mühendislik yoluyla değiştirilmiş E. coli hücrelerinde C3G 

üretimi için AMM besiyeri kullanılmıştır. AMM besiyerinin hazırlanışı aşağıda 

ayrıntılarıyla verilmiştir.  

10X Tuz çözeltisi (500mL):  

-17,5 g KH₂PO₄ 

-25 g KHPO₄ 

-17,5 g (NH₄)₂HPO₄ 

Hassas terazide ilgili kimyasallar tartıldıktan sonra beher içine eklenerek, 300 mL suda 

manyetik karıştırıcı ile çözdürüldü. Mezürde hacim 500 mL’ye tamamlandıktan sonra 

steril şişeye aktarıldı. Daha sonra fosforik asit (Sigma) ile pH 6.49’a ayarlandı. Filtre 

sterilizasyonu (0.45um şırınga ucu filtre ile) yapılarak, oda sıcaklığında saklanmıştır.   

1 M CaCl2 Çözeltisi (100 mL): 

14,70 g CaCl2 tartılıp suda çözülüp, mezürde hacim 100 ml’ye tamamlandıktan sonra 

otoklava atılarak 121°C’de 15 dakika boyunca steril edilmiştir. Kullanıma kadar oda 

sıcaklığında muhafaza edilmiştir. 

0,5 g/L Thiamine HCL Çözeltisi (20 mL) 

0,01 g thiamine HCL tartılıp 20 mL su içinde çözülmüştür. Filtre sterilizasyonu (0.45 

µm şırınga ucu filtre ile) yapıldıktan sonra, eppendorflara aktarılmış ve eppendorflar 

alüminyum folyo ile kaplanıp (çözeltinin ışık hassasiyeti olduğu için) -20°C’ de 

muhafaza edilmiştir. 

1 M MgSO4.7H2O Çözeltisi (1000 mL): 

246,47 g MgSO4.7H2O tartıldıktan sonra önce 700 mL suda çözdürüldü. Mezür ile 

hacmi 1000 mL’e tamamlanıp tamamlandı ve manyetik karıştırıcıda tekrar homojenize 
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hale getirildi. Ardından laminar akışlı kabinde filtre sterilizasyonu yapılarak ve oda 

sıcaklığında muhafaza edilmiştir.  

%50 Glikoz Çözeltisi:  

100 g glikoz tartıldıktan sonra 80 mL suda çözdürüldü. Mezür ile hacmi 200 mL’e 

tamamlanıp manyetik karıştırıcı ile homojen hale getirildi. Ardından laminar akışlı 

kabinde filtre sterilizasyonu yapılarak ve oda sıcaklığında muhafaza edilmiştir. 

Mikronütrient Çözeltisi (50 mL): 

-0,009 g (NH4)6Mo₇O24.4H₂O 

-0,063 g H3BO3 

-0,006 g CuSO4 

-0,040 g MnCl2 

-0,007 g ZnSO4 

İlgili kimyasallar hassas terazide tartılıp beher içine alındı ve 40 mL suda çözdürüldü. 

Mezürde hacim su ile 50 mL’e tamamlandı. Ardından laminar akışlı kabinde filtre 

sterilizasyonu yapıldı ve oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

10X MOPS Çözeltisi: 

-83,72 g MOPS 

-7,17 g Tricine 

-0,03 g FeSO4.7H2O 

- 5,10 g NH4Cl 

-0,48 g K2SO4 

-1,10 g MgCl2 

-29,20 g NaCl 

MOPS ve Trisin tartılıp 800 mL suda çözdürüldü. 10 M KOH ile (10-20 mL) pH’ı 

7.4’e ayarlandı ve sırasıyla ilgili kimyasallar tartılıp çözeltiye eklendi. 200 µL/L 

mikronütrient karışımdan eklendi. Manyetik karıştırıcıda homojenize hale getirilip 

hacmi 1000 mL’e tamamlandı. Ardından laminar akışlı kabinde filtre sterilizasyonu 

yapıldı ve 50 mL’lik falkon tüplere ayrıldı. Sonrasında -20°C’ta muhafaza edildi. 
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1000X Antibiyotik Çözeltisi (10 mL): 

Ampisilin: 0.80 g ampisilin tartıldıktan sonra 10 mL suda vorteks ile çözülmüştür. 

Filtre sterilizasyonu ile 1.5 mL’lik eppendorflara aktarıldıktan sonra -20°C’ta 

muhafaza edilmiştir. 

Streptomisin: 0.50 g streptomisin tartıldıktan sonra 10 mL suda vorteks ile çözdürüldü. 

Filtre sterilizasyonu ile 1.5 mL’lik eppendorflara aktarılarak -20°C’ta muhafaza 

edilmiştir. 

Yukarıda belirtilen tüm çözeltiler hazırlandıktan sonra, Tablo 2.4.’de belirtilen 

ölçülerde karıştırılarak AMM besiyeri hazırlanmıştır.  

 

Tablo 2.4: AMM Besiyeri bileşenleri (1 litre için). 

Stok Çözeltileri Hacim                  

10× Tuz Stok Çözeltisi 100 mL 

50% Glikoz Çözeltisi 40 mL 

1 M MgSO4 Çözeltisi 1 mL 

0,5 g/L Thiamine HCl Çözeltisi 1 mL 

10X MOPS Çözeltisi 100 mL 

1 M CaCl2 Çözeltisi 0,1 mL 

Ampisilin 1 mL 

Streptomisin 1 mL 

dH2O 756,9 mL 

 

İlk adımda dH2O, tuz stok çözeltisi ve ardından glikoz çözeltisi eklendi (ilk olarak 

suyun eklenme nedeni ileriki adımlarda eklenecek çözeltileri karıştırdıktan sonra 

çökelti olmaması içindir). Glikoz çözeltisi eklendikten sonra 2 g/L kasaminoasit 

eklendi. CaCl2 çözeltisini ekledikten sonra çökelti olmaması için yeterli miktarda su 

olduğu kontrol edildi.   

pH çok yüksekse, MgSO₄ eklenmesi çökelmeye neden olmaktadır. Bunu önlemek için, 

10× tuz stok çözeltisini konsantre fosforik asit ile pH 6.3 veya 6.6'ya ayarlandı. 
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1000 mL AMM medium hazırlamak için ilk olarak laminar akışlı kabinde 1 L’lik 

şişeye su eklendi. Tuz stok çözeltisi ve glikoz çözeltisi eklendikten sonra 2 g 

kazaminoasit eklendi. Diğer çözeltiler de sırasıyla eklenip besiyeri hazırlandı.  

2.5. PhAN9 Glutatyon S-Transferaz Geninin Sentezi 

Petunia hybrida bitkisine ait PhAN9 glutatyon S-transferaz (GST) geni, NdeI (5’ ucu) 

ve KpnI (3’ ucu) restriksiyon enzim kesim bölgelerini içerecek şekilde sentetik olarak 

sentezlenmiş, ekspresyon verimliliğini artırmak amacıyla Escherichia coli için kodon 

optimizasyonu uygulanmış ve pUC57 vektörüne klonlanmış olarak GenScript 

firmasından temin edilmiştir. Kodon optimize gen dizilimi Şekil 2.1’de gösterilmiştir: 

 

 

Şekil 2.1: PhAN9 kodon optimize gen dizilimi. 

2.6. Gliserol Stok Hazırlama  

Deneyler süresince elde edilen hücrelerin stokları şu şekilde hazırlandı: Direnç 

gösterdiği antibiyotiğe göre LB agar besiyerine tek koloni gelecek şekilde çizgi 

metodu ile ekim yapıldı. Gece boyu 37 ̊C’ye inkübasyona bırakıldı, sonrasında ilgili 

antibiyotiği içeren 3 mL LB besiyerine gece boyu inkübasyona bırakılan petriden tek 

koloni alınıp eklenerek gece boyu 37 ̊C’de inkübasyona bırakıldı. Daha sonra -20 ̊C ve 

-80 ̊C stokları hazırlandı. -20 ̊C stoğu için 625 µL steril %80 gliserol + 375 µL 

kültürden eklendi. -80̊C stok için de 375 µL steril %80 gliserol + 625 µL hücre 

kültüründen eklendi. Sonrasında ilgili yerlere muhafaza edilmek üzere kaldırıldı.  
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Tez kapsamında, GST geninin klonlanması ve transformasyonunda ve son aşamada da 

C3G üretiminde kullanılan plazmit ve bakteri soylarına ait ayrıntılı bilgiler Tablo 

3.1.’de sunulmuştur.  

 

Tablo 3.1: Tez kapsamında kullanılan bakteri soyu ve plazmitler. 

Bakteri soyu 

ya da vektör 

ismi 

Özellikleri Kullanılan 

antibiyotik  

Kaynakça 

Escherichia 

coli DH5α 

F−, φ80d lacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, 

recA1, endA1, hsdR17(rk−, mk+), phoA, 

supE44λ−, thi−1, gyrA96, relA1 

- Novagen 

Escherichia 

coli BL21 

Star™ (DE3) 

F−ompT gal dcm rne131 lon hsdSB (rB
_mB

_) 

λ(DE3) 

- Invitrogen 

pETM6 ePathBrick expression vector, ColE1 ori, 

AmpR 

Ampisilin [121] 

pETM6-

At3GT-

PhANS 

pETM6 with At3GT and PhANS, 

monocistronic 

Ampisilin [117] 

pCDM4  CloDF13, Strr, with ePathBrick feature Streptomisin [121] 

 

Tez kapsamında kullanılmak üzere, glutatyon S-transferaz geni (PhAN9) sentetik 

olarak sentezlenmiş ve pUC57 vektörü içinde klonlanmış olarak temin edilmiştir. İlgili 

geni, ekspresyon vektörümüz olarak kullanılacak pCDM4 plazmitine klonlamak üzere 

kompetan hücre hazırlanmış (E. coli DH5α), daha sonra PhNA9 genini içeren pUC57 

plazmiti kompetan hücrelere transforme edilerek plazmit izolasyonu 

gerçekleştirilmiştir. pUC57-PhAN9 plazmitleri daha sonra NdeI ve KpnI enzimleri ile 

kesilerek içerisinde agaroz jelde yürütülerek PhAN9 geni jelden izole edildi. Son 

3. YÖNTEM 
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olarak, bu gen ekspresyon vektörü olan pCDM4 içine klonlanarak E. coli DH5α 

hücrelerine transforme edilmiştir. pCDM4-PhAN9 plazmitini içeren stok hücreler 

hazırlanmasına ilişkin izlenen tüm protokol aşağıda ayrıntıları ile verilmiştir.   

3.1. E. coli DH5α Kompetan Hücre Hazırlanması 

Klonlama çalışmalarında kullanılmak üzere kompetan hücre hazırlanmıştır. Bu amaçla 

izlenen protokol şu şekildedir: E. coli DH5α hücreleri, -80°C’tan stoklarından alınarak 

LB agar içeren petri kaplarına ekilerek 37°C’ta gece boyu büyütüldü. Kompetan hücre 

hazırlamak üzere, bu petriden tek bir koloni alınarak 50 mL LB besiyeri içeren erlen 

kültür kaplarına öze yardımı ile ekildi. 37 °C’ta 200 rpm inkübe edilerek OD600 değeri 

yaklaşık 0,6 (3,5 saat sonunda) olduktan sonra hücreler, steril santrifüj tüplerine 

aktarılarak 5 dakika buzda inkübe edilerek soğutuldu. 3000 RCF/1000G de 4°C’ta 10 

dakika boyunca santrifüj yapıldıktan sonra üst sıvı uzaklaştırılarak pellet, 20 mL (2,5 

ml CaCl2 içeren, 25 mL’lik LB besiyeri) improved buffer ile resüspanse edildikten 

sonra 5 dakika buzda bekletilerek soğutuldu. Sonrasında 1000 g’de 4°C’ta 10 dakika 

boyunca santrifüj yapıldıktan sonra üst sıvı uzaklaştırılarak pellet, 20 ml (2,5 ml CaCl2 

içeren, 25 mL’lik LB besiyeri) improved buffer ile resüspanse edildi. Ardından 5 

dakika buzda bekletilip 1000 g’de 4°C’ta 6 dakika boyunca santrifüj yapılarak üst sıvı 

uzaklaştırıldı. Son olarak, pellet üzerine 4 mL taze improved buffer eklenerek homojen 

bir şekilde çözülerek eppendorf tüplere paylaştırılarak sonrasında kullanılmak üzere -

80°C’ta saklandı.  

3.2. pUC57-PhAN9 Plazmitinin E. coli DH5α Hücrelerine 

Transformasyonu  

pUC57-PhAN9 plazmiti, son konsantrasyonu 25 ng/µl veya 100 ng/µl olacak şekilde, 

45 µl kompetan hücre (E. coli DH5α) içeren eppendorf tüplere eklendi.  Eppendorf 

tüpler, transformasyon işlemi için öncelikle buzda 20 dakika bekletildikten sonra, 45-

50 saniye 42 °C’ta su banyosunda hızla inkübe edilip hemen sonra 2 dk daha buzda 

bekletildi. İlgili plazmit ve kompetan hücrelerin üzerine 950 µl LB eklendikten sonra 

50 dakika boyunca 37 °C’ta 200 rpm’de çalkalamalı inkübatörde büyümeye bırakıldı. 

2000 g’de 4 dakika santrifüjün ardından 900 µl üst sıvı uzaklaştırılıp kalan sıvıda (100 

uL) pellet çözdürülüp antibiyotikli (ampisilin 80 µg/mL) LB agar besiyerine ekimi 

yapılmıştır. 37 °C’ta 16 saat inkübasyonun ardından, oluşan tek koloniler 80 µg /mL 
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ampisilin içeren sıvı LB besiyerine aktarılarak (15 mL falkon tüplere 3 mL LB 

eklenmiştir) 37 °C’ta 200 rpm’de büyütülmüştür. 16 saat inkübasyonun ardından 

pUC57-PhAN9 plazmidini içeren E. coli DH5α hücrelerinin -20 °C ve -80 °C   stok 

solüsyonları hazırlanmıştır.   

3.3. Plazmit İzolasyonu 

Tez kapsamında gerçekleştirilen tüm plazmit izolasyonları NEB marka miniprep 

plazmit izolasyon kiti (Monarch® Plasmid Miniprep Kit NEB #T1010S/L) 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  

pUC57-PhAN9 plazmitini içeren E. coli DH5α Hücrelerinden plazmit izolasyonu için 

kullanılan kit protokolüne ait ayrıntılar aşağıda verilmiştir:  

pUC57-PhAN9 plazmidini içeren E. coli DH5α hücrelerinin stok solüsyonlarından 

alınan hücreler ampisilin içeren 3 mL LB besiyerinde 37 °C’ ta 200 rpm’de gece boyu 

büyütüldükten sonra, 4 °C’ta 4000 rpm 20 dakika santrifüj edilmiştir. Üst sıvı 

uzaklaştırıldıktan sonra pelletler 200 µl B1 tamponunda çözdürüldü. Ardından 200 µl 

B2 lizis tamponu eklenip 5-6 kez nazikçe ters-yüz edildi. Oda sıcaklığında 1 dakika 

inkübasyonun ardından 400 µl B3 nötralizasyon buffer eklenip, 2 dakika oda 

sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 5 dakika boyunca 16.000 g hızında santrifüj 

yapıldı. Üstsıvı pellete dokunmadan dikkatlice çekilip kit içerisinde yer alan kolona 

aktarılıp 1 dakika boyunca santrifüj yapıldı. Altta kalan sıvı uzaklaştırılıp, 200 µl 

plazmit yıkama tamponu 1 eklenip tekrar 1 dakika santrifüj yapıldıktan sonra altta 

kalan sıvı uzaklaştırılmıştır. 400 µl plazmit yıkama tamponu 2 eklenip 1 dakika daha 

santrifüj yapıldıktan sonra sıvı uzaklaştırıldı. Kolon yeni steril eppendorf tüpe 

aktarıldıktan sonra son olarak 30 µl nükleaz free su eklenip santrifüj yapıldıktan sonra 

plazmit izolasyonu tamamlanmıştır. 

3.4. Moleküler Klonlama 

Tez kapsamında, C3G üretiminde glutatyon S-transferaz PhAN9 geninin etkinliği, 

pCDM4 ekspresyon plazmitine klonlandıktan sonra test edilmiştir. pUC57 vektörü 

içerisinde yer alan PhAN9 geni, pCDM4 ekspresyon vektörüne klonlanmıştır: 

Klonlama için bu amaçla, boş pCDM4 vektörü ve kodon optimize PhAN9 genini 

içeren pUC57-PhAN9 vektörü,  NdeI ve KpnI-HF enzimleri ile kesilmiştir (Tablo 3.2). 
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Belirtilen plazmitlerden 1 ng, 1× rCut Smart Buffer ve 1’er µL enzim ile final hacmi 

30 µL olacak şekilde bir araya getirilerek ve 37℃’ta 15 dakika inkübe edilmiştir. 

Kesimin ardından enzim 65°C’da 20 dakikada ısı uygulaması ile inaktivasyon 

gerçekleştirilmiştir.  

 

Tablo 3.2: Restriksiyon enzim kesim reaksiyonu. 

pUC57-PhAN9 için Miktar pCDM4 için Miktar 

DNA (1000 ng) 7 uL DNA (1000 ng) 15 uL 

rCutsmart Buffer 

(10X) 

3 uL rcutsmart buffer 3 uL 

NdeI (20 U) 1 uL NdeI (20 U) 1 uL 

KpnI (20 U) 1 uL KpnI (20 U) 1 uL 

dH2O 18 uL dH2O 10 uL 

Toplam 30 uL Toplam 30 uL 

 

Kesilen plazmitler, %1’lik agaroz jele (1× TAE tamponu ile hazırlanmış) yüklenip, 1 

kb DNA belirteci ile beraber 110 volt’ta 30-45 dakika, DNA belirteç bantları iyice 

ayrılana kadar yürütülmüştür. DNA bantlarının ayrılmasının gerçekleştirilmesi ile 

kodon optimize genleri temsil eden bantlar ve lineer hale gelmiş pCDM4’ü temsil eden 

bantlar, fazla jel almamaya dikkat edilerek temiz bistüri ucu ile jelden kesilmiş ve ayrı 

mikrosantrifüj tüplerine aktarılmıştır.  

Bu bantların jelden geri kazanımı Eco Pure Gel extraction Kit ile protokolüne uygun 

şekilde gerçekleştirilmiştir. Kit protokolüne ait ayrıntılar aşağıda verilmiştir: 

İlgili bantlar fazla jel almamaya dikkat edilerek steril bistüri ucu ile jelden kesilip daha 

öncesinde boş ağırlığı tartılan 1.5 mL’lik mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. 100 mg 

agaroz jel için 300 µL EcoPure Bağlanma tamponu eklendi. Jelin çözünmesi için 10 

dakika 55 ̊C’ de her 2-3 dakikada bir kısaca vortekslenerek inkübe edildi. Tamamen 

çözündükten sonra her 100 mg agaroz jel kesiti için 150 µL izopropanol eklendi ve 

iyice karıştırıldı. Elde edilen örnek kolona aktarıldı ve oda sıcaklığında 30 saniye 

14.000 rpm’de santrifüj yapıldı. Üst sıvı uzaklaştırıldı ve 700 µL EcoPure yıkama 

tamponu kolona eklendi. Oda sıcaklığında 30 saniye 14.000 rpm’de santrifüj yapıldı. 

Üst sıvı uzaklaştırıldı ve boş kolon oda sıcaklığında 14.000 rpm’de 1 dakika boyunca 
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santrifüj yapıldı ve yıkama tamponu tamamen uzaklaştırıldı. Kolon yeni 1.5 mL’lik 

mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. Üzerine 30 µL nükleaz-free su eklendi ve kolon oda 

sıcaklığında 1 dakika boyunca inkübe edildi. Oda sıcaklığında 30 saniye 14.000 

rpm’de santrifüj yapıldı. Kolon uzaklaştırıldı ve elde edilen DNA’lar -20 ̊C’ye 

kaldırıldı.  

DNA parçalarının konsantrasyonları nanodrop ile tayin edildi. Birbirini tamamlayan 

kesim noktalarına sahip lineer pCDM4 vektörü ve PhAN9 geni ligasyon için 

kullanılmıştır: Ligasyon işlemi için T4 DNA ligaz (NEB) kullanılmıştır. T4 DNA ligaz 

protokolüne göre ligasyon oranları hesaplanmıştır. 50 ng pCDM4 ile 1:3 molar oran 

verecek şekilde PhAN9 geni, 1× ligasyon tamponu içinde bir araya getirildikten sonra, 

1 µL T4 DNA ligaz enzim eklenmiş ve bu karışım 16-18 saat 16℃ inkübe edilmiştir 

(Tablo 3.3). Sonrasında 65 °C’ ta 10 dakika inaktivasyon yapıldı. Ligasyon 

hesaplaması şu şekilde yapılmıştır (3.1) 

gereken insert kütlesi (g)  =  istenen insert /vektör mol oranı ×
 vektörün kütlesi (g)  ×  insert uzunluğunun vektör uzunluğuna oranı     

  

(3.1) 

Tablo 3.3: Ligasyon reaksiyonu bileşenleri. 

PhAN9 Reaktanlar 

3,75 uL Insert DNA (50 ng) 

1,75 µL Vektör DNA 

(pCDM4) (37,5 ng) 

2 µL T4 Ligaz buffer 

12,50 µL O2dH 

1 µL T4 ligaz 

 

3.5. pCDM4 Vektörüne Glutatyon S-transferazların 

Transformasyonu 

pCDM4-PhAN9 olarak isimlendirilen ligasyon ürünleri (plazmit), takip eden günde 

kompetan E. coli DH5α hücreleri içine CaCl₂ ısı şoku metodu ile aktarılmıştır (Bu 

amaçla, 2.5 µL ya da 5 µL pCDM4-PhAN9 plazmit ile 50 µL kompetan hücre 

transforme edilmiştir). LB agar + 50 µg/mL streptomisin besiyerinde seçilen pozitif 
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koloniler daha sonra LB + 50 µg/mL streptomisin sıvı besiyerinde çalkalamalı 

inkübatörde bir gece boyunca büyütülmüştür. Büyüyen kültürlerden hem plazmit 

izolasyonu yapılmıştır hem de -80°C gliserol stokları hazırlanmıştır. İzole edilen 

plazmitlerin pozitif klon olup olmadığı hem restriksiyon enzim kesimi (tekli ve ikili 

kesim) hem de PCR yapılarak belirlenmiştir.         

3.6. pCDM4-PhAN9 Klonlarının Doğrulanması 

C3G üretiminin arttırılmasındaki etkinliği test edilecek olan glutatyon S-transferaz 

PhAN9 geninin pCDM4 plazmitine klonlanması sonucu pCDM4-PhAN9 plazmiti elde 

edilmiştir. İlgili plazmitin klonladığımız geni içerip içermediğinin doğrulanması için 

hem restriksiyon enzim kesimi hem de PCR reaksiyonu aşağıda ayrıntıları verildiği 

şekilde gerçekleştirilmiştir.   

3.6.1 Restriksiyon Enzim Kesimi ile Klonların Doğrulanması  

Plazmit izolasyonu yapılan klon adaylarının doğrulanması için ikili ve tekli enzim 

kesimi gerçekleştirilmiştir. İkili enzim kesim için NdeI ve KpnI restriksiyon enzimleri 

kullanılmış olup kesim protokolü Tablo 3.4’te belirtilen oranlarda yapılmıştır.  

 

Tablo 3.4: pCDM4-PhAN9 plazmitinin ikili restriksiyon enzim kesimi (NdeI-KpnI). 

pCDM4-PhAN9 Miktar 

DNA (1000 ng) 5 uL 

rCutsmart Buffer (10X) 2 uL 

NdeI (20 U) 1 uL 

KpnI (20 U) 1 uL 

dH2O 11 uL 

Toplam 20 uL 

 

Tablo 3.4’te verilen bileşenler karıştırılarak, reaksiyon ürünleri 45 dakika 37°C su 

banyosunda inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra 20 µL kesim ürünü 4 µL yürütme 

boyası karışımı kuyulara yüklenerek %1 agaroz jelde yürütülmüştür.  
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 Elde edilen kolonilerin ikili enzim kesimi ile doğrulaması yapıldıktan sonra, XhoI 

enzimi ile de tekli kesimi yapılıp klon doğrulaması gerçekleştirilmiştir. XhoI 

restriksiyon enzimi ile kesim protokolü Tablo 3.5’te belirtilen oranlarda yapılmıştır.  

 

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

pCDM4-PhAN9 Miktar 

DNA (1000 ng) 5 µL 

rCutsmart Buffer (10X) 2 µL 

XhoI (20 U) 1 µL 

dH2O 12 µL 

Toplam 20 µL 

 

Tablo 3.5’te verilen bileşenler karıştırılarak, reaksiyon ürünleri 45 dakika 37°C su 

banyosunda inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra her bir kesim ürünü 20 µL olacak 

şekilde yüklenerek %1 agaroz jelde yürütülmüştür. 

3.6.2 PCR ile Klonların Doğrulanması 

Restriksiyon enzimleri ile kesim yapılarak klonların doğrulanmasından sonra elde 

edilen kolonilerin doğrulanması için T7 primerleri ile PCR yapılmıştır. pCDM4+ 

PhAN9 vektörlerini içeren E. coli DH5α hücrelerinde PhAN9 geninin varlığının 

doğrulanması için PCR protokolü gerçekleştirilmiştir. PCR çalışmasında klonlama 

bölgesini sınırlayan T7 primerleri (F-5’-TAATACGACTCACTATAGGG ve R-5’- 

GCTAGTT ATTGCTCAGCGG) kullanıldı. İNtron Taq DNA Polimeraz (Kat. No. 

30221847) enzimi ile gerçekleştirilen PCR çalışmasında kullanılan bileşenlerin 

ayrıntılı içerikleri Tablo 3.6’da sunulmuştur. Kontrol olarak da boş pCDM4 vektörü 

aynı şekilde T7 primerleri ile çoğaltılmıştır. 
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Tablo 3.6: PCR Protokolü Bileşenleri. 

i-Taq PCR Protocol Miktar 

10 × PCR buffer  2,5 µL  

MgCl2  (25 mM) 2,5 µL  

dNTP (200 µM) 2 µL  

Plazmit DNA (100 ng) 

(pCMD4-PhAN9) 

1µL   

Forward T7 primer (250 nM) 1 µL  

Reverse T7 primer (250 nM) 1 µL  

i-Taq DNA 1 µL  

dH2O 14 µL  

Toplam 25 µL  

  

PCR döngüsü aşağıdaki şekilde gerçekleştirilmiştir (Tablo 3.7). 

 

Tablo 3.7: PCR döngü programı. 

Program Sıcaklık (°C) Zaman Döngü Sayısı 

Ön denatürasyon 95  5 dakika - 

Denatürasyon 95 30 saniye  

Bağlanma  50 30 saniye ×30 döngü 

Uzama 72 1 dakika  

Son Uzama 72 10 dakika  

 

Elde edilen PCR ürünleri %1 agaroz jele yüklendi (10 µL DNA 2 µl yürütme boyası 

(loading dye) ile karıştırıldı) ve DNA belirteci (GeneRuler 1Kb Plus) ile 1×TAE 

tampon ile 80 V’ da 40 dakika yürütüldükten sonra, PCR reaksiyonu sonucu elde 

edilen bantlar belirtece göre kıyaslanarak, beklenen DNA bandını veren koloniler 

pozitif klon olarak değerlendirilmiştir. 
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3.7. C3G Rekombinantı ve GST Rekombinantı C3G 

Üreticisi E. coli BL21 (DE3) Hücrelerinin Hazırlanması  

Tez çalışmasının amacı, GST geninin (PhAN9) C3G üretimine olan etkisinin 

belirlenmesidir. Bu amaçla C3G rekombinantı hücreler olarak GST genini içermeyen 

C3G üreticisi hücreler kullanılacaktır.  

Tez kapsamında, E. coli BL21 (DE3) hücrelerinde C3G üretiminin heterolog olarak 

gerçekleştirilmesinde kullanılacak olan pETM6-At3GT-PhANS plazmiti (ampisilin 

direnç geni barındıran), Prof. Dr. Mattheos A. G. Koffas tarafından hediye edilmiştir 

[117].    

GST geni streptomisin direnç genine sahip pCDM4 plazmiti içinde yer aldığından, 

kültür koşullarının benzer şekilde olabilmesi için C3G rekombinantı hücrelere ayrıca 

pCDM4 plazmiti eklenmiştir.  Özetle, tez kapsamında kullanılan C3G rekombinantı 

hücreler ve GST rekombinantı hücrelerimiz şu şekildedir.   

C3G rekombinantı E. coli hücreleri, C3G üreticisi plazmit (pETM6-At3GT-m-

PhANS) ve boş pCDM4 plazmitini taşımaktadır.  

GST rekombinantı hücreler ise, C3G üreticisi (pETM6-At3GT-m-PhANS) plazmite 

ek olarak pCDM4-PhAN9 plazmitini taşıyacak şekilde kotransforme edilerek 

hazırlanmıştır. Kullanılan plazmitler Şekil 3.1’de ayrıntılı olarak verilmiştir.  

C3G rekombinantı hücre: E. coli BL21 (DE3) - pETM6-At3GT-m-PhANS + pCDM4 

GST rekombinantı hücre: E. coli BL21 (DE3) - pETM6-At3GT-m-PhANS + pCDM4-

PhAN9  

C3G rekombinantı hücreler: pETM6-At3GT-m-PhANS ve pCDM4 plazmitleri, 

daha önceden hazırlanan kompetan E. coli BL21 (DE3) hücrelerine CaCl₂ ısı şoku 

metodu aktarılmışlardır (Yöntem 3.2). Aktarım sonucu pETM6-At3GT-PhANS ve 

pCDM4 plazmitini içeren kolonilerin seçilimi için bu hücreler, LB agar + 80 mg/mL 

ampisilin ve 50 mg/mL streptomisin besiyeri içeren petrilere yayma ekim ile ekildi. 

Bir gece boyunca 37°C sıcaklıkta inkübasyon sonucu oluşan koloniler, pozitif 

koloniler olarak kabul edildi. 

GST rekombinantı hücreler:  PhAN9 genini taşıyan pCDM4-PhAN9 plazmiti ve 

siyanidin-3-O-glukozit (C3G) üreticisi pETM6-At3GT-m-PhANS plazmitinin ko-

transformasyonu, daha önceden hazırlanan kompetan E. coli BL21 (DE3) hücrelerine 
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CaCl₂ ısı şoku metodu ile benzer şekilde gerçekleştirilmiştir.  Aktarım sonucu hem 

pETM6-At3GT-PhANS hem de pCDM4-PhAN9 vektörlerini içeren kolonilerin 

seçilimi için bu hücreler LB agar + 80 µg/mL ampisilin + 50 µg/mL streptomisin 

besiyeri içeren petrilere yayma ekim ile ekildi. Bir gece boyunca 37°C sıcaklıkta 

inkübasyon sonucu oluşan koloniler her iki plazmite de sahip pozitif koloniler olarak 

kabul edildi.  

Hem C3G rekombinantı hücreler hem de GST rekombinantı hücrelere ait klonlar daha 

sonra ilgili antibiyotikleri içeren sıvı LB besiyerinde büyütülüp, gliserol stokları 

hazırlanarak -20°C ve -80°C’ta saklanmıştır. 

 

  

 

 

 

 

Şekil 3.1: C3G üretimi için kullanılan plazmitler. 
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Tablo 3.8: GST genlerinin C3G üreten hücrelere aktarımı. 

Kompetan 

Hücre Miktarı 

Transformasyon 

PhANS miktarı 

Transformasyon 

için kullanılan 

miktar (pCDM4-

genler) 

 Nanodrop 

ölçümleri 

 

50 µL   1,7 µL 1,2 µL 205,4 ng/ µL PhAN9 5-1 

50 µL 1,7 µL 1,8 µL 125,1 ng/ µL pCDM4-2 

 

3.8. C3G Rekombinantı E. coli BL21 (DE3) Hücrelerinin 

Büyüme Eğrisinin Hazırlanması 

GST rekombinantı E. coli BL21 (DE3) hücrelerinin -20 °C’ta sıvı stoğundan alınan 

hücreler öncelikle ampisilin (80 µg/L) ve streptomisin (50 µg/L) içeren LB agar 

besiyerine ekildi. Daha sonra oluşan tek koloniler, 3 mL LB sıvı besiyeri (80 µg/L 

ampisilin ve 50 µg/L streptomisin içeren) 15 mL’lik falkon tüplere ekildi. Sıvı kültür, 

37 °C’ta 200 rpm’de çalkalamalı inkübatörde 18 saat büyütüldü. Büyüme eğrisinin 

hazırlanması için, LB besiyerinde gece boyu büyütülen hücrelerden 200 uL alınarak 

bu hücreler aynı antibiyotikleri içeren (80 µg/L ampisilin ve 50 µg/L streptomisin) 20 

mL AMM besiyerine (100 mL’lik erlende) ekildi ve 37 °C’ta 200 rpm’de çalkalamalı 

inkübatöre aktarıldı Her saat başında mikroplakaya 200 µL örnek eklenerek 

spektrofotometrede hücrelerin OD600 ölçümü yapıldı. Yapılan ölçümler sonucunda 

büyüme eğrisi grafiği oluşturulmuştur. 

3.9. Katekin Substratı, IPTG ve HPLC Çözeltilerinin 

Hazırlanması 

Rekombinant hücrelerde, AMM besiyerinde substrat olarak katekin kullanarak (Şekil 

1.2) C3G üretilmiştir. Öncül molekül olarak kullanılan katekin (50g/L) şu şekilde 

hazırlanmıştır: Ticari olarak alınan katekin [(+) Catechin Hydrate] 500 mg hassas 

terazide tartıldıktan sonra, 10 mL DMF: Etanol (8:2) ile çözdürülmüş ve 1.5 ml’lik 

eppendorf tüplere 1 mL olacak şekilde dağıtılarak kullanıma kadar -20 °C’ ta muhafaza 

edilmiştir. 

C3G üretiminde, hücrelerin uyarımı için kullanılacak olan IPTG son konsantrasyonu 

(50 mM) olacak şekilde aşağıdaki şekilde hazırlanmıştır: 0.12 g IPTG 10 mL ampul 
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suda çözdürülüp filtre sterilizasyonu yapıldı. 1.5 ml’lik eppendorflara 1 mL olacak 

şekilde ayrılarak -20 °C’ ta kullanıma kadar muhafaza edilmiştir. 

HPLC analizinde kullanılacak Solvent A ve Solvent B aşağıdaki şekilde 

hazırlanmıştır: 

Solvent A: %1 formik asit içeren asetonitril çözeltisi için 1 ml formik asit ölçülüp 

sonrasında asetonitril ile hacmi 1000 mL’e tamamlandı. 

Solvent B: %1 formik asit içeren ultra saf su çözeltisi için 1 ml formik asit ölçülüp 

sonrasında ultra saf su ile hacmi 1000 mL’e tamamlandı.  

3.10. Siyanidin 3-O-Glukozit (C3G) Üretimi için Kültür 

Şartlarının Optimize Edilmesi 

C3G rekombinantı ve GST rekombinantı E. coli BL21 (DE3) hücrelerinde C3G 

üretiminin optimizasyonu için tez kapsamında AMM besiyeri kullanılmıştır.  Bu 

amaçla, -20°C stoklarından ilgili hücreler öncelikle gerekli antibiyotikleri içeren 

(80µg/L ampisilin ve 50 µg /L streptomisin içeren) LB besiyerinde, 175 rpm ön kültüre 

alınmışlardır. 16 saat inkübasyonun sonunda, 5 mL derinliğinde 48 kuyucuklu 

plakalara (VWR) 1 mL AMM besiyeri eklenip gece boyu büyüyen kültürler inoküle 

edilmiştir. Plakalar steril kültür kapakları ile kapatılmışlardır (VWR 60941-086). 

Kültürler öncelikle yaklaşık 3.5 saat, 37°C’ta büyütülmesinin ardından, IPTG uyarımı 

ve katekin substratının eklenmesinin ardından ekspresyon için hücreler 30 °C’ ta 225 

rpm’de inkübasyona alındı. Kültürün farklı zaman aralıklarında örnekler toplanıp, 

HPLC analizi için şu şekilde hazırlanmıştır: Bu bağlamda, büyüyen kültürlerden 

örnekler alınırken 50 µL kültür üzerine eşit hacimde 50 µL metanol-HCl (MeOH:HCl 

- 100:1) eklenmiştir. Örnekler vortekslendikten sonra 15 dakika 4000 rpm santrifüj 

edilip üst sıvı steril eppendorfa aktarılarak HPLC analizine alınmıştır.  

 

Tez kapsamında yapılan optimizasyon denemeleri şu şekildedir: 

-Farklı inokulum oranları kültürden (%0,5 inokulum- 5 µL, %1 i inokulum – 10 µL, 

%2,5 inokulum – 25 µL, %5 inokulum – 50 µL, %7,5 inokulum - 75 µL) 

-Farklı IPTG uyarım zamanları (3.5h, 4.5h, 5.5.h) 
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-Farklı IPTG konsantrasyonları (50 µM – 1µL, 100 µM – 2 uL, 500 µM – 10 µL, 1000 

µM – 20µL)   

-Farklı glukoz konsantrasyonları (%2 ve %4 glukoz) 

-Farklı sükroz konsantrasyonları (%2 ve %4 sükroz) 

-Farklı örnek toplama zamanları (18h, 21h, 24h) 

-Farklı nitrojen kaynakları (CA: kasaminoasit (2 g/L – 4g/L), CA + pepton 2 g/L, maya 

ekstraktı 2 g/L)   

3.11. HPLC Analizi 

Kültür periyodu sonunda kültürler, eşit hacimde MeOH:HCl (100:1) ile karıştırılarak 

4000 rpm’de 15 dakika santrifüjlendikten sonra, süpernatantlar eppendorf tüplere 

aktarıldı. HPLC analizi için 1.5 mL’lik HPLC viallari içerisine öncelikle insertler 

(İsolab I.097.05.111.100) yerleştirildi. Eppendorfa aktarılan (C3G içeren) örneklerden 

20 uL alınıp vial içerisinde bulunan insertlere aktarıldı.  

HPLC analizi için Zorbax SB-C18, 5 µm, 4,6×150 mm kolon kullanılmış, 0.5 mL/min 

akış hızında 520 nm’de ölçüm gerçekleştirilmiştir. HPLC analizinde, mobil faz olarak 

Solvent A (%0,1 formik asit içeren asetonitril) ve Solvent B (%0,1 formik asit içeren 

ultra saf su) kullanılmıştır. Kolon sıcaklığı 35°C'de sabit tutuldu. Mobil fazların akış 

hızı 0.5 mL/dakika olarak kullanılmıştır. 30 dk’lık HPLC yürütme metodu şu 

şekildedir (Tablo 3.9) [122].  

 

Tablo 3.9: C3G analizinde kullanılan HPLC programı. 

Dakika Solvent A Solvent B 

0-3 dk %10 %90 

3-20 dk %35 %65 

20-21 dk %70 %30 

21-27 dk %100 %0 

27-30 dk %10  %90 
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3.12. HPLC C3G Standardı Hazırlama 

GLPBİO’dan temin edilen siyanidin-3-O-glucoside chloride ilk olarak DMSO (saf) 

içerisinde çözdürüldü. 5 mg C3G, 1 mL DMSO içerisinde çözdürülerek 

konsantrasyonu 5000 mg/L’ye getirildi. Standartları hazırlamak için DMSO’da 

çözdürülen C3G’nin daha sonra MeOH:HCl (100:1) ile seri dilüsyonu yapıldı ve 

sırasıyla 2500 mg/L, 1250 mg/L, 625 mg/L, 312.5 mg/L, 156 mg/L, 78 mg/L, 39 mg/L, 

19,5 mg/L, 9.75 mg/L, 4,875 mg/L konsantrasyonlarında standartlar hazırlandı. 

Hazırlanan standartlar kullanıma kadar -20°C’ta saklandı. 

Konsantrasyon tayini için 5 farklı konsantrasyonda (4.875 mg/L, 9.75 mg/L, 19.5 

mg/L, 39 mg/L ve 78 mg/L) hazırlanan C3G’nin HPLC analizi sonucunda hazırlanan  

kalibrasyon eğrisi GST rekombinantı ve C3G rekombinantı hücrelerdeki C3G 

analizinde kullanılmıştır (Şekil 3.2). 

                               

 

Şekil 3.2: Miktar tayini için Siyanidin 3-O-glukozitin 5 farklı konsantrasyonu   

kullanılarak oluşturulan kalibrasyon eğrisi. 

 

3.13. Hücre Kültüründen Elde Edilen C3G’nin UV-VİS 

Karakterizasyonu 

UV-VIS karakterizasyonları, 1 nm aralıklarla ve 420-650 nm arasında ölçülerek 

maksimum ışık absorbsiyonu (λmax) C3G ile karşılaştırılarak belirlendi. Bunun için 

96 kuyucuklu plaka ve mikroplaka okuyuculu spektrofotometre kullanıldı. Her bir 

molekülden 200 µL 2’şer tekrarlı olacak şekilde 96 kuyucuklu plakanın kuyucuklarına 

aktarıldı ve plaka okuyucu spektrofotometrede belirtilen dalga boyları arası absorbans 
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değerleri alındı. Bu okumalar sonrası her bir molekül için dalgaboyu-absorbans 

grafikleri oluşturuldu. 

C3G pigmentinin maksimum ışık absorpsiyonunun (λmax) belirlenebilmesi için UV-

Vis spektrofotometrisi yapılmıştır. C3G rekombinantı hücreler ve GST rekombinantı 

E. coli BL21 (DE3) hücrelerinde C3G üretiminin optimizasyonu için AMM besiyeri 

kullanılmıştır.  Bu amaçla, -20°C stoklarından ilgili hücreler öncelikle gerekli 

antibiyotikleri içeren LB besiyerinde   175 rpm ön kültüre alınmışlardır. 16 saat 

inkübasyonun sonunda, 5 mL derinliğinde 48 kuyucuklu plakalara (VWR) 1 mL 

AMM medium eklenip gece boyu büyüyen kültürler inoküle edilmiştir. Plakalar steril 

kültür kapakları ile kapatılmışlardır (VWR 60941-086). Kültürler öncelikle yaklaşık 

3,5h 37°C’ta büyütülmesinin ardından, IPTG uyarımı ve katekin substratının 

eklenmesinin ardından ekspresyon için hücreler 30 °C’ ta 225 rpm’de inkübasyona 

alındı. 24 saat sonucunda 100 µL kültüre 100 µL MeOH:HCl (100:1) eklenip vorteks 

yapıldı. 15 dakika 4000 rpm santrifüj edilip 200 µL üst sıvı, spektrofotometrik analiz 

için mikroplakaya eklendi. UV-Vis ölçümü 1 nm dalgaboyu aralıklarıyla 420 nm-650 

nm arasında yapıldı ve dalgaboyu-absorbans grafiği elde edilmiştir. 

3.14. Agaroz Jel Elektroforezi 

Yapılan kesimden elde edilen DNA'nın tespiti için agaroz jel elektroforez yöntemi 

kullanılmıştır. Jelin hazırlanması için 30 mL 1× TAE tamponuna 0.3 g agaroz 

eklenerek mikrodalga fırında 5 dakika boyunca eritilmiştir. Eritilme süresince belirli 

aralıklarda mikrodalga fırın açılarak karışım çalkalanmıştır. Eritilen agaroz solüsyonu 

bir miktar soğuduktan sonra içine 3 µL RedSafe (fluoresan DNA boyası) eklenmiş ve 

bu karışım tarakla desteklenmiş bir elektroforez tankına dökülmüş, ardından 20 dakika 

boyunca jelin donması beklenmiştir.  
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4.1. Glutatyon Transferaz Geni PhAN9’un Klonlanması ve 

Transformasyonu  

pUC57 plazmiti içinde yer alan PhAN9 GST geninin ekspresyon vektörüne 

klonlanması için yapılan çalışmalara ait bulgular aşağıda sunulmuştur. 

4.1.1. pUC57-PhAN9 içeren E. coli DH5α Hücrelerinin Plazmit 

aaaaaİzolasyon Sonucu 

pUC57 vektörü içerisinde yer alan PhAN9 hücreleri E. coli DH5α hücrelerine 

transforme edildikten sonra, bu plazmitlerin izolasyonu Monarch® Plasmid Miniprep 

kiti kullanılarak başarıyla gerçekleştirilmiştir. Plazmit izolasyonu sonunda elde edilen 

plazmitlerin nanodrop ölçüm sonuçları (plazmit DNA konsantrasyonları ve nükleik 

asit saflığını belirten A260/A280) Tablo 4.1.’de sunulmuştur.  

 

Tablo 4.1: pUC57-PhAN9 içeren E. coli DH5α Hücrelerinin Plazmit 

İzolasyonuna ait  nanodrop ölçüm sonuçları.     

Gen isimleri Nanodrop ölçümleri A260/A280 

PhAN9 278,6 ng/ µL 1,82 

pCDM4-1 128,9 ng/ µL 1,80 

pCDM4-2 135,1 ng/ µL 1,83 

 

4.1.2. PhAN9 geninin pCDM4 plazmitine klonlanması 

pUC57 vektörü içerisinde yer alan PhAN9 geninin, pCDM4 ekspresyon vektörüne 

klonlanması için pUC57-PhAN9 plazmiti ve boş pCDM4 vektörü NdeI ve KpnI-HF 

enzimleri ile kesilmiştir. pUC57-PhAN9 plazmitinin NdeI ve KpnI  enzimleri ile 

kesimine ait agaroz jel görüntüsü Şekil 4.1’de verilmiştir. E. coli DH5α hücre 

içerisinde bulunan boş pCDM4 vektörünün NdeI ve KpnI enzimleri ile kesimine ait 

agaroz jel görüntüsü Şekil 4.2’de verilmiştir. 

4. BULGULAR 
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Şekil 4.1: E. coli DH5α hücrelerinden elde edilen pUC57-PhAN9 plazmitlerinin NdeI 

ve KpnI ile kesim sonucunun %1’lik agaroz jel analizi. PhAN9:pUC57-

PhAN9 plazmiti) (Marker: 100 bp + 500 bp DNA ladder Thermo 

scientific, O’RangeRuler). 

 

 

Şekil 4.2: E. coli DH5α hücrelerinden elde edilen pCDM4 plazmitlerinin NdeI ve KpnI 

enzim kesim sonucu jel analizi. Marker: DNA belirteci (Marker: 100 bp 

+ 500 bp DNA ladder Thermo scientific, O’RangeRuler), pCDM4-1 / 

pCDM4-2: pCDM4 plazmiti. 

 

pUC57-PhAN9 plazmiti ve boş pCDM4 vektörü NdeI ve KpnI enzim kesiminden 

sonra jel yürütülmüş ve jellerden PhAN9 geni Şekil 4. 1’de altta gösterilen bant) ve 

boş pCDM4 (kesilmiş) plazmitleri, Monarch DNA Gel Extraction kiti jelden izole 

edilmiş ve nanodrop ile DNA konsantrasyonları belirtilmiştir (Tablo 4.2.).  
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Tablo 4.2: PhAN9 geni ve pCDM4 plazmitinin agaroz jelden izolasyonu ile elde 

edilen DNA konsantrasyonları. 

 DNA konsantrasyonu  Gen ya da plazmit adı 

10 ng/ µL PhAN9 

29 ng/ µL pCDM4-1 

28 ng/ µL pCDM4-2 

 

Jelden izolasyonun ardından, birbirini tamamlayan kesim noktalarına sahip lineer 

pCDM4 vektörü ve PhAN9 geni ligasyon için kullanılmış ve ligasyon ürünleri 

(pCDM4-PhAN9 olarak isimlendirilen plazmit) kompetan E. coli DH5α hücreleri 

içine ısı şoku metodu ile aktarılarak, LB + 50 μg/mL streptomisin besiyerine ekilmiştir. 

Transformasyon işleminin ardından toplamda 3 koloni elde edilmiştir (Şekil 4.3) 

 

 

Şekil 4.3: E. coli DH5α hücrelerinin pCDM4-PhAN9 ile transformasyonu sonucunda, 

LB + 50 μg/mL streptomisin besiyerinde elde edilen koloniler. 

 

4.2. pCDM4-PhAN9 Klonlarının Moleküler Doğrulanması   

Transformasyon işleminin ardından elde edilen koloniler sıvı besiyerinde büyütülerek 

(pCDM4-PhAN9 plazmitini içeren E. coli DH5α hücreleri) kit ile plazmit izolasyonu 

yapılarak yaklaşık 205 ng/ µL plazmit elde edilmiştir.                                                    

Elde edilen plazmitler daha sonra moleküler klonlamanın doğrulanması için 

kullanılmıştır. Klonların doğrulanması için tekli restriksiyon enzim kesimi, ikili 

restriksiyon enzim kesimi ve koloni PCR ile doğrulama yapılmıştır.  
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4.2.1. XhoI restriksiyon enzim kesimi ile klonların doğrulanması 

XhoI enzimi ile kesim sonucunda 4461 bp boyutunda bant elde edilerek PhAN9 

geninin pCDM4 plazmitine klonladığı doğrulanmıştır (Şekil 4.4). pCDM4plazmitinin 

kesimi ile ise 3810 bp boyutunda bat elde edilmiştir. 

 

 

Şekil 4.4: XhoI ile enzim kesimi ile doğrulama (Marker: O’RangeRuler 100 bp+500 bp 

DNA Ladder ready-to-use, PhAN9 5-1/ 5-2: pCDM4 vektörüne 

klonlanan PhAN9 genini içeren tahmini klon, pCDM4: Boş pCDM4 

vektörünü içeren plazmit). 

 

4.2.2. KpnI ve NdeI restriksiyon enzim kesimi ile klonların 

aaaaadoğrulanması 

NdeI ve KpnI enzimleri ile kesim sonucunda 3756 bp ve 705 bp (PhAN9’u içeren) 

boyutlarında beklenen bantlar PhAN9 geninin pCDM4 plazmitine klonlandığı 

doğruladı (Şekil 4.5). pCDM4 plazmitinin kesimi ile ise 3756 bp boyutunda bant elde 

edilmiştir (54 bp’lik ikinci bant jel dışında kalmıştır).  
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Şekil 4.5: NdeI ve KpnI enzim kesimi ile klonların doğrulanması (Marker: 

O’RangeRuler 100 bp+500 bp DNA Ladder ready-to-use) PhAN9 5-1: 

pCDM4 vektörüne klonlanan PhAN9 genini içeren tahmini klon, 

pCDM4: Boş pCDM4 vektörünü içeren plazmit). 

 

4.2.3. PCR ile klonların doğrulanması:  

Klonların doğrulanması için ayrıca T7 primerleri kullanılarak PCR ile doğrulama 

yapılmıştır. İlgili PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen DNA’lar agaroz jelde 

görüntülenerek bant büyüklükleri belirlenmiştir. Şekil 4.6’ta görüldüğü üzere, PCR 

reaksiyonu sonucunda beklenen bant büyüklükleri (GST rekombinant hücrelerde 

PhAN9 genini için 907 bç’lik bant ve kontrol amacıyla kullanılan boş pCDM4 

vektöründen beklenen 256 bç boyutunda bant) agaroz jelde elde edilerek klonların 

doğrulanması tamamlanmıştır.  
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Şekil 4.6: PCR ile klon tayini (Marker: 1 kb plus DNA ladder NEB, PhAN9 5-1/ 5-2: 

GST rekombinant hücrelerde PhAN9 genini içeren tahmini klon, 

pCDM4: kontrol amacıyla kullanılan boş pCDM4 vektörü). 

 

4.3. C3G Rekombinantı ve GST Rekombinantı Hücrelerin  

E.coli BL21 (DE3) Hücrelerine Transformasyonu  

Tez kapsamında, C3G üreticisi hücreler olarak iki grup hücre hazırlanmıştır.  

C3G rekombinantı hücreler: E. coli BL21 (DE3) - pETM6-At3GT-m-PhANS- 

pCDM4 (boş) 

GST rekombinantı hücreler: E. coli BL21 (DE3) - pETM6-At3GT-m-PhANS + 

pCDM4-PhAN9  

C3G rekombinantı hücreler ve GST rekombinantı hücreleri hazırlamak için ilgili 

plazmitler ayrı ayrı E. coli BL21 (DE3) hücrelerine transforme edildikten sonra LB 

agar + 80 µg/mL ampisilin + 50 µg/mL streptomisin besiyeri içeren petrilerde inkübe 

edilmiştir. Her iki antibiyotiği de içeren besiyerinde büyüyebilen kolonilerin her iki 

hücre grubunda da ilgili plazmitleri taşıdığı doğrulanmıştır (Şekil 4.7).  
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C3G rekombinantı hücreler: E. coli BL21 (DE3) - pETM6-

At3GT-m-PhANS- pCDM4 (boş) 

 

 

 

 

GST rekombinantı: E. coli BL21 (DE3) - pETM6-At3GT-

m-PhANS + pCDM4-PhAN9  

 

Şekil 4.7: C3G rekombinantı hücreler ve GST rekombinantı hücrelerin, E. coli BL21 

(DE3) hücrelerinin transformasyonu sonucu elde edilen koloniler. 

 

4.4. C3G Üreticisi E.coli BL21 (DE3) Hücrelerinin Büyüme 

Eğrisi  

C3G üretiminin optimizasyonu öncesinde ilk olarak, C3G üreticisi C3G rekombinantı 

hücreler ve GST rekombinantı E. coli BL21 (DE3) hücrelerinin büyüme grafiği 

hazırlanmıştır. Bu amaçla, hücreler 80 µg/mL ampisilin + 50 µg/mL streptomisin 

içeren AMM besiyerinde büyütülerek, 10 saat boyunca her saat başında 

spektrofotometrede OD600 ölçümleri alınarak büyümeleri gözlemlenmiştir (Şekil 4.8 

- Şekil 4.9). Elde edilen sonuçlar PhAN9 genini içeren GST rekombinantı (PhAN9) 

hücrelerin 3. saatten sonra logaritmik fazda olduğu, 7. saat sonrasında durağan faza 

geçmeye başladığını göstermektedir. 

 

 

Şekil 4.8: C3G rekombinantı E. coli BL21 (DE3) hücrelerinin büyüme Eğrisi. 
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Şekil 4.9: GST rekombinantı (PhAN9) E. coli BL21 (DE3) hücrelerinin büyüme Eğrisi. 

 

4.5 Siyanidin 3-O-Glukozit (C3G) Üretimi için Kültür 

Şartlarının Optimize Edilmesi 

4.5.1. Havalandırma Oranının C3G Üretimine Etkisi 

Havalandırma oranının C3G üretimi üzerindeki etkisinin belirlenmesi için, C3G 

rekombinantı ve GST rekombinantı (PhAN9) hücreler farklı havalandırma oranlarında 

AMM besiyerinde kültüre alınmıştır.  Bu amaçla, 5 mL’lik 48 kuyucuklu plakalar 

içerisine, flask:kültür hacim oranı 100:20, 100:30, 100:40, 100:50 olması için sırasıyla 

1 mL, 1,5 mL, 2 mL veya 2.5 mL olacak şekilde AMM besiyeri eklenmiştir. %2.5 

oranında hücre inokülasyonunun ardından, hücreler 3.5 saat büyütüldükten sonra, 

substrat olarak 1 g/L katekin eklenmiş ve 0.05 mM IPTG ile uyarımı yapılarak 24 saat 

inkübe edilmiştir. İnkübasyonun ardından, hücreler çöktürülerek üst sıvı toplanmış ve 

eşit hacimde MeOH:HCl (100:1) ile karıştırılarak, C3G konsantrasyonları HPLC 

analizi ile tayin edilmiştir (Şekil 4.10). En yüksek C3G üretimi hem C3G rekombinantı 

hücreler hem de GST rekombinantı hücreler flask:kültür hacim oranı 100:20 yani 

havalandırma oranı %80 olduğunda elde edilmiştir. Belirtilen havalandırma oranında, 

C3G rekombinantı hücrelerde 11.32 mg/L C3G ve GST rekombinantı hücrelerde 

43.41 mg/L C3G elde edilmiştir. En düşük C3G oranı ise (C3G rekombinantı 

hücrelerde 5.07 mg/L ve GST rekombinantı hücrelerde 16.1 mg/L) flask:kültür hacim 

oranı 100:50 yani havalandırma oranı %50 olduğunda elde edilmiştir (Şekil 4.10).  
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Elde edilen sonuçlara göre, en iyi C3G üretimi ile sonuçlanan 100:20 flask:kültür 

hacim oranı yani %80 havalandırma ile optimizasyon denemelerine devam edilmiştir.  

 

 

Şekil 4.10: C3G rekombinantı hücreler ve GST rekombinantı (PhAN9) hücrelerde 

havalandırma oranının C3G üretimine etkisi. 

 

4.5.2. C3G Üretiminin Arttırılmasında Kültürlerin İnokülasyon 

aaaaaOranının Etkisi 

C3G rekombinantı hücreler ve GST rekombinantı (PhAN9) hücrelerde, C3G 

üretiminin optimizasyonu için bakteri kültürlerinin inokulum miktar (aşılama 

oranlarının) etkisi incelenmiştir. Bu amaçla, 80 µg/mL ampisilin + 50 µg/mL 

streptomisin içeren AMM besiyerine hücreler % 0.5, % 1, %2.5, % 5 veya % 7.5 

oranında inoküle edilmiştir. Hücreler 3.5 saat büyütüldükten sonra, substrat olarak 1 

g/L katekin eklenmiş ve 0.05 mM IPTG ile uyarımı yapılarak 24 saat inkübe edilmiştir. 

İnkübasyonun ardından, hücreler çöktürülerek üst sıvı toplanmış ve eşit hacimde 

MeOH:HCl (100:1) ile karıştırılarak, C3G konsantrasyonları HPLC analizi ile tayin 

edilmiştir (Şekil 4.11 ve Şekil 4.12). 

Şekil 4.10’da gösterildiği gibi, en yüksek C3G üretimi GST rekombinantı (PhAN9) 

hücrelerde %1 inokulum oranında (52.03 mg/L) elde edilirken, ikinci en yüksek C3G 

üretimi %2.5 inokulum (43.41 mg/L) oranı ile sağlanmıştır. En düşük C3G üretimi ise 

%7.5 inokulum ile başlatılan kültürde gerçekleşmiştir.  
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Şekil 4.11: GST rekombinantı (PhAN9) hücrelerde farklı inokulum oranlarının C3G 

üretimine etkisi. 

 

Şekil 4.12’de ise C3G üretiminin, C3G rekombinantı hücreler ile karşılaştırılmasına 

ait veriler sunulmuştur. C3G rekombinantı hücrelerde, artan inokulum değerlerinde 

(%1 veya %2.5) C3G üretiminin görece arttığı ancak daha yüksek inokulum 

denemelerinde bu oranın azaldığı belirlenmiştir. C3G rekombinantı hücreler ve GST 

rekombinantı (PhAN9) hücreler karşılaştırıldığında, C3G rekombinantı hücrelere 

kıyasla GST genini içeren GST rekombinantı (PhAN9) hücrelerde C3G üretiminin %1 

inokulum için 4.45 kat arttığı, %2.5 inokulumda ise 3.83 kat arttığı belirlenmiştir. C3G 

rekombinantı hücrelerde %1 inokulumda 11.68 mg/L C3G üretimi sağlanırken, GST 

içeren hücrelerde 52.03 mg/L C3G üretimi elde edilmiştir. İnokülasyon demelerinde 

en düşük C3G üretimi ise %7.5 inokulumda C3G rekombinantı hücreler ve deney 

grubunda sırasıyla; 0.61 mg/L, 3.41 mg/L olarak elde edilmiştir.  
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Şekil 4.12: C3G rekombinantı hücreler ve GST rekombinantı (PhAN9) hücrelerde 

farklı inokulum oranlarının C3G üretimine etkisi. 

 

4.5.3. Farklı IPTG Uyarım Zamanlarının (post-indüksiyon) C3G 

aaaaaÜretimine Etkisi 

C3G üretiminin optimizasyonunda, IPTG uyarım saatini belirlemek için yapılan 

çalışmada büyüme eğrisi grafiği (Şekil 4.9) göz önünde bulundurularak, hücreler 

AMM besiyerine %2.5 inokulum oranında ekilip büyütüldükten sonra 3.5 4.5 ve 5.5 

saat sonra IPTG ile uyarılmışlardır. IPTG uyarımı için 0.05 mM ve 0.1 mM olmak 

üzere 2 farklı konsantrasyon kullanılmıştır. Uyarımın ardından hücreler, 24 saat 

inkübe edilip sonrasında çöktürülerek üst sıvı toplanmış ve eşit hacimde MeOH:HCl 

(100:1) ile karıştırılarak, C3G konsantrasyonları HPLC analizi ile tayin edilmiştir 

(Şekil 4.13 ve 4.14). 

Şekil 4.13’te gösterildiği üzere, en yüksek C3G üretimi GST rekombinantı (PhAN9) 

hücrelerde 3.5 saatte 0.05 mM IPTG uyarımı yapılan kültürlerde 72.06 mg/L olarak 

belirlenmiştir.  4.5 saat ve 5.5 saatteki üretim sırasıyla, 36.92 mg/L ve 5.79 mg/L 

olarak belirlenmiştir. C3G rekombinantı hücrelerde elde edilen en yüksek C3G üretimi 

3.5 saatte uyarılan hücrelerde 13.6 mg/L olarak belirlenmiştir. GST 

rekombinantı(PhAN9) bu hücrelerde C3G rekombinantı hücrelere görece neredeyse 5 

katlık bir artış belirlenmiştir.  
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Şekil 4.13: Farklı IPTG (0.05 mM) uyarım saatlerinin (3.5h, 4.5h, 5.5h) C3G üretimi 

üzerindeki etkisi. 

 

IPTG uyarım zamanları 0.1 mM IPTG oranı ile gerçekleştirildiğinde benzer şekilde en 

yüksek C3G üretim oranı (45.84 mg/L) 3.5 saat sonra uyarılan GST rekombinantı 

(PhAN9) hücrelerde gerçekleşmiştir (Şekil 4.14).  Daha ileri uyarım zamanlarında ise 

C3G üretimini keskin bir şekilde düşüş göstermiştir (4.5h uyarımda 20.93 mg/L ve 

5.5.h uyarımda 5.75 mg/L C3G elde edilmiştir). 

 

 

Şekil 4.14: Farklı IPTG (0.1 mM) uyarım saatlerinin (3.5h, 4.5h, 5.5h) C3G üretimi 

üzerindeki etkisi. 
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Elde edilen sonuçlara göre, en iyi C3G üretimi ile sonuçlanan IPTG uyarım zamanı 

3.5h ile optimizasyon denemelerinin devam edilmesine karar verilmiştir. 

4.5.4. Farklı IPTG konsantrasyonlarının C3G üretimine etkisi 

Bulgular 4.5.2.’de gösterildiği üzere, %1 ve %2.5 inokulum oranlarında daha yüksek 

C3G üretimi elde edildiği için, farklı IPTG konsantrasyonlarının C3G üretimindeki 

etkisi hem %1 inokulum hem de %2.5 inokulum oranında denenmiştir. Bu amaçla, 

farklı oranlarda inoküle edilen hücreler %2 glukoz içeren AMM besiyerinde kültüre 

alınarak 3.5h sonra   farklı IPTG konsantrasyonlarında (0.05 mM, 0.1 mM, 0.5 mM ve 

1 mM) uyarımları yapılmıştır. İnkübasyon periyodunun (24 saat) ardından kültür 

örnekleri toplanıp HPLC analizi yapılarak C3G konsantrasyonları belirlenmiştir.  

Şekil 4.15 %1 inokulum oranında C3G rekombinantı hücreler ve GST rekombinantı 

hücreleri (PhAN9) hücrelerin farklı IPTG konsantrasyonları ile uyarımları sonucunda 

elde edilen C3G üretim oranlarını göstermektedir. Elde edilen veriler, en yüksek C3G 

üretiminin 0.05 mM IPTG ile uyarım sonucunda GST rekombinantı hücrelerinde (50.6 

mg/L) ve C3G rekombinantı hücrelerde ise (10.08 mg/L) olduğunu göstermiştir.  Artan 

IPTG konsantrasyonları daha düşük C3G üretimi ile sonuçlanmıştır. C3G 

rekombinantı hücreler ile karşılaştırıldığında GST rekombinantı hücreler bu 

optimizasyon koşullarında neredeyse 5 kata kadar C3G üretiminde artışa neden olduğu 

belirlenmiştir. 

  

 

Şekil 4.15: %1 inokulum miktar ve farklı IPTG oranlarının C3G üretimine etkisi. 
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Şekil 4.16 ise %2.5 inokulum oranında C3G rekombinantı hücreler ve GST 

rekombinantı (PhAN9) hücrelerin farklı IPTG konsantrasyonları ile uyarımları 

sonucunda elde edilen C3G üretim oranlarını göstermektedir. Elde edilen veriler, en 

yüksek C3G üretiminin benzer şekilde 0.05 mM IPTG ile uyarım yapılan GST 

rekombinantı hücreleri (PhAN9) hücrelerde olduğu belirlenmiştir. GST rekombinantı 

hücreleri (PhAN9) hücreler 72.06 mg/L C3G üretirken benzer koşullarda büyütülen 

C3G rekombinantı hücreler 13.66 mg/L C3G üretmiştir. Bu da C3G rekombinantı 

hücrelere görece yaklaşık olarak 5.27 kat artışa denk gelmektedir.   

 

 

Şekil 4.16: %2.5 inokulum miktar ve farklı IPTG oranlarının C3G üretimine etkisi. 

4.5.5. Farklı Glukoz ve IPTG Konsantrasyonları ile Farklı Örnek 

aaaaaToplama Zamanlarının C3G Üretimine Etkisi 

Bu aşamaya kadar yapılan optimizasyonlar sonucunda en yüksek C3G üretimi GST 

rekombinantı hücreler %2.5 inokulum oranında aşılandığında elde edilmiştir. 

Farklı inkübasyon sürelerindeki C3G üretim oranının belirlenebilmesi için, kültürler 

%2.5 inokulum oranında, %2 veya %4 glukoz içeren AMM besiyerine aşılanarak 

farklı IPTG konsantrasyonlarında uyarımları yapılarak inkübe edilmişler ve 

inkübasyonun 18., 21. ve 24. saatlerinde kültür örnekleri toplanmıştır. HPLC analizleri 

sonucunda elde edilen C3G oranları %2 glukoz içeren AMM besiyeri için Şekil 

4.17’da ve %4 glukoz içeren AMM besiyeri için Şekil 4.18’de sunulmuştur.   
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Şekil 4.17’de sunulduğu şekilde, %2 glukoz içeren AMM besiyerinde büyütülen 

kültürlerde en yüksek C3G üretimi 0.05 mM IPTG ile uyarılan GST rekombinantı 

hücrelerde elde edilmiş ve 18., 21. ve 24. saatlerdeki üretim sırasıyla; 56.28 mg/L, 

63.29 mg/L ve 72.06 mg/L olarak belirlenmiştir. Artan inkübasyon periyotlarının C3G 

üretiminde kademeli artışa neden olduğu belirlenmiştir.  C3G rekombinantı hücrelerin 

ise maksimum C3G üretim oranı 17,79 mg/L olarak, 0.1 mM IPTG ile uyarımda 24 

saat inkübasyonun ardından elde edilmiştir. 

 

 

Şekil 4.17: %2 glukoz içeren AMM besiyerinde farklı IPTG oranları ve kültür periyodu 

sürelerinin C3G üretimine etkisi. 

 

Artan glukoz konsantrasyonun (%4) etkisinin C3G üretimindeki etkisini belirlemek 

için yapılan denemelerde, en yüksek C3G üretimi GST rekombinantı (PhAN9) 

hücrelerde 1 mM IPTG ile uyarımı sonucunda 41.83 mg/L olarak belirlenmiştir (Şekil 

4.18).  %4 glukoz içeren AMM besiyerinde büyütülen hücrelerin öte yandan farklı 

IPTG konsantrasyonlarında uyarıldıklarında C3G üretimlerinde benzer sonuçlar elde 

edilmiştir. Diğer bir deyişle, farklı IPTG konsantrasyonlarının C3G üretim belirgin bir 

etkisinin olmadığı gözlenmiştir. C3G rekombinantı hücrelerin ise maksimum C3G 

üretim oranı 14.8 mg/L olarak, 0.1 mM IPTG ile uyarımda 24 saat inkübasyonun 

ardından elde edilmiştir. 
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Şekil 4.18: %4 glukoz içeren AMM besiyerinde farklı IPTG oranları ve kültür periyodu 

sürelerinin C3G üretimine etkisi. 

 

%2 glukoz ve %4 glukoz içeren AMM besiyerinde büyütülen GST rekombinantı 

hücrelerde C3G üretimi karşılaştırıldığında en yüksek C3G veriminin %2 glukoz 

içeren besiyerinde büyütülen ve 0.05 mM IPTG ile uyarılıp 24 saat inkübe edilen GST 

rekombinantı hücrelerde elde edildiği belirlenmiştir (72,0g mg/L).  

4.5.6. Farklı nitrojen kaynaklarının C3G üretimine etkisi 

Farklı nitrojen kaynaklarının C3G üretimi üzerine etkisinin araştırıldığı çalışmada, 

kasaminoasit (CA) kullanılan ortamda maksimum C3G üretimi (24,13 mg/L) elde 

edilmiştir. CA’yı takiben, iki kat konsantrasyonda kasaminoasit içeren ortam (2CA), 

kasaminoasit ile pepton kombinasyonu (CA+Peptone) ve kasaminoasit ile maya 

ekstresi kombinasyonu (CA+Yeast Extract) sırasıyla daha düşük C3G üretim değerleri 

göstermiştir. Artış gösterilen veya farklılaştırılan nitrojen kaynaklarının C3G üretimini 

belirgin bir şekilde arttırmadığı; aksine üretimde kademeli bir düşüşe neden olduğu 

gözlemlenmiştir. 
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Şekil 4.19: %2 Glikoz içeren AMM besiyerinde farklı Nitrojen kaynaklarının C3G 

üretimine etkisi. 

 

Bu çalışmada, %2 glikoz içeren AMM besiyerinde büyütülen hücrelerden elde edilen 

C3G (Siyanidin-3-glukozit) ekstraktının UV-Vis spektroskopik analizi 

gerçekleştirilmiştir. Ölçümler sonucunda, maksimum absorbans (λmax) 520 nm olarak 

tespit edilmiştir. Bu değer, literatürde C3G için bildirilen karakteristik absorbans 

değerleriyle uyum içerisindedir. Ayrıca, HPLC analiz sonuçları da C3G'nin 520 nm’de 

elüsyon gösterdiğini ortaya koymuş ve UV-Vis verileriyle güçlü bir örtüşme 

göstermiştir. Bu durum, elde edilen ekstraktın saf ve spesifik olduğunu 

desteklemektedir.  

 

 

Şekil 4.20: %2 Glikoz içeren AMM besiyerinde büyütülen hücrelerden elde edilen 

C3G’nin UV-Vis ölçümü. 
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Buna karşılık, farklı konsantrasyonlarda sükroz eklenerek gerçekleştirilen deneylerde 

anlamlı düzeyde antosiyanin üretimi gözlemlenememiştir. Sükroz varlığında 

antosiyanin sentezinin yetersiz kalması, karbon kaynağının türüne bağlı olarak 

sekonder metabolit üretiminde farklı metabolik regülasyon mekanizmalarının etkili 

olabileceğini düşündürmektedir. Bu sonuç, glikozun antosiyanin biyosentezi 

üzerindeki pozitif etkisinin, sükroz tarafından sağlanamadığını ve karbon kaynağı 

seçiminin metabolit üretiminde kritik bir parametre olduğunu ortaya koymaktadır. Tez 

kapsamında, AMM besiyerinde uyarımı yapılıp büyütülen hücreler tarafından üretilen 

kırmızı renkli antosiyanin  Şekil 4.21’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.21: C3G rekombinantı hücrelerden (sol) ve GST rekombinantı hücrelerden  

(sağ) elde edilen kırmızı renkli Siyanidin 3-O-Glukozit örnekleri. 
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Günümüzde, rekombinant bakterilerden elde edilen antosiyaninlerin maliyeti hâlâ 

bitkisel ekstraksiyonla elde edilenlere kıyasla oldukça yüksektir ve bunun en önemli 

nedenlerinden biri, göreceli olarak düşük verimdir. Bu düşük verim, mikrobiyal 

konakçılara dahil edilen biyosentetik yolakların düşük etkinlikleri ve zayıf üretim 

kapasiteleri ile ilişkilendirilmektedir [118]. Bu nedenle, antosiyaninlerin mikrobiyal 

üretiminde, biyosentetik yolların potansiyelini en üst düzeye çıkarırken aynı zamanda 

antosiyanin yüksek oranda üretiminin mikrobiyal konakçı üzerindeki olumsuz 

etkilerini bir dizi düzenleme ve optimizasyon aracılığıyla en aza indirmek olacaktır 

[118]. Son yıllarda, genom dizileme ve DNA sentez teknolojilerinin hızla gelişmesi 

sayesinde, yeni enzimler ve biyosentetik yollar keşfedilmiş; mevcut bilgiler ışığında 

anahtar enzimlerin yeniden tasarlanması ile mikroorganizmalarda yaygın 

antosiyaninlerin üretimini sağlayacak yeni biyosentetik yolların inşası mümkün hale 

gelmiştir [118,123–125].  

Antosiyaninler, bitkilerde pigmentasyonun yanı sıra çeşitli fizyolojik ve ekolojik 

rollere sahip olan flavonoid ailesine ait polifenolik bileşiklerdir. Doğada doğal olarak 

bulunan bu pigmentler, çeşitli çiçeklerde, sebzelerde, meyvelerde ve tahıl tanelerinde 

yaygın şekilde bulunur [126,127]. Antosiyaninler, çevresel pH seviyesine bağlı olarak 

siyah, mavi, mor veya kırmızı renkte görünebilir [128,129]. Ayrıca antosiyaninler 

güçlü antioksidan [130], antikanser [131] ve antidiyabetik [132] özellikleri ile sağlık 

açısından olumlu etkilere sahiptirler. Bitkilere kırmızı, mor ve mavi tonları veren bu 

pigmentler, özellikle çiçekler, meyveler ve yapraklarda yoğun olarak bulunur ve 

bitkilerin çevresel streslere karşı adaptasyonunda da önemli bir koruma sağlar. 

Son yıllarda bitkilerden elde edilen antosiyaninler gibi doğal pigmentlerin, gıda katkı 

maddesi olarak kullanılabilme potansiyelinin incelenmesi en çok çalışılan konulardan 

biri haline gelmiştir. Günümüzde yaygın bir şekilde kullanılan sentetik gıda boyaları 

ile yapılan çalışmalar özellikle nörolojik fonksiyonlar ve davranışsal etkiler açısından 

insan sağlığını olumsuz etkilediğini göstermektedir. Çeşitli kuruluşlarca onaylı olarak 

piyasada kullanılan Amaranth, Allura Red, Ponceau 4R gibi sentetik azo boyaların 

aşırı tüketildiğinde çocuklarda alerji, astım, ürtiker, anjioödem, hiperaktivite ve dikkat 

eksikliği, migren, anksiyete, nörolojik işlevlerde bozulma, sitotoksik, kanserojen ve 

5. TARTIŞMA 
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ksenosestrojenik etkiler, ayrıca lökotrien B4 sentezinde artış ve tedavi edilemeyen 

genetik hastalıklara neden olabileceği belirlenmiştir [46–48]. Sentetik gıda boyaları ile 

ilgili bu endişe verici sonuçlar, tüketici talepleri doğrultusunda üreticileri gıda 

renklendiricisi olarak antosiyanin gibi doğal gıda renklendiricilerinin kullanımına 

yönlendirmektedir.  

Antosiyaninin heterolog organizmalarda biyosentezi ile ilgili onlarca çalışma 

yapılmasına karşın henüz ticari düzeyde bir üretim kapasitesine ulaşılamamıştır. 

Antosiyaninlerin mikrobiyal konakçılarda yüksek oranda üretiminin sağlanması için 

farklı bitkisel kaynaklardan antosiyanin biyosentez genlerinin ekspresyonu, farklı 

öncül moleküllerin kullanılması, polikültür, UDP-glukoz biyosentez yollarının 

iyileştirilmesi ve enzim mühendisliği stratejilerinin uygulanması gibi stratejiler 

geliştirilmiştir [118,133]. Mayada heterolog antosiyanin sentezi ile ilgili yapılan son 

çalışmada [134], biyokimyasal ve yapısal analizler aracılığıyla, daha önce yalnızca 

antosiyanin taşınmasında rol aldığı düşünülen antosiyaninle ilişkili GST'lerin, 

lökoantosiyanidin dioksigenaz enziminin ürünü olan flavan-3,3,4-triol'ün siyanidine 

dönüşümünde gerekli olan dehidrasyon reaksiyonunu katalize ettiği gösterilmiştir 

[134]. Yapılan çalışma sonucunda, GST rekombinantı maya hücrelerinin C3G 

rekombinantı hücreler göre 36.5 kat daha fazla antosiyanin ürettiği belirlenmiştir. Tez 

çalışması kapsamında, E. coli’de daha önce tasarlanmış antosiyanin (C3G) üreticisi 

rekombinant hücrelere klonlanan PhAN9 (Petunia hybrida AN9) glutatyon S-

transferazının (GST) kırmızı renkli siyanidin 3-O-glukozit (C3G) pigmentinin 

biyosentezini arttırmasındaki etkisi incelenmiştir. Bu amaçla üretimin arttırılması için 

besiyeri ve kültür koşulları bazında çeşitli optimizasyonlar yapılmıştır. Yapılan tüm 

denemelerde, GST rekombinantı hücrelerin, C3G rekombinantı hücrelere görece daha 

çok antosiyanin (C3G) pigmenti üretmiştir. 

Tez çalışması kapsamında, farklı IPTG konsantrasyonlarının C3G üretimi üzerindeki 

etkileri değerlendirilmiş ve en yüksek verimin 0.05 mM IPTG kullanımı (miktar 

verelim mg/L) ile elde edildiği belirlenmiştir. Daha yüksek IPTG konsantrasyonları 

(0.1 mM, 0.5 mM ve 1 mM) (miktar verelim en düşük kaça indi üretim oranı diye) ile 

yapılan uygulamalarda ise üretim miktarında belirgin bir düşüş gözlemlenmiştir. 

Escherichia coli, hem temel hem de uygulamalı araştırmalarda en yaygın kullanılan 

mikrobiyal konakçılardan biridir [135]. Tez kapsamında kullanılan E. coli BL21(DE3) 

suşu, indüklenebilir T7 RNA polimeraz temelli bir ekspresyon sistemine sahiptir. Bu 
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sistem, protein üretim düzeylerinin kolayca C3G rekombinantı hücreler edilmesini ve 

düzenlenmesini sağlar; bu sebeple bu suş laboratuvar ortamında yaygın şekilde 

kullanılır hâline gelmiştir [135–138]. Bu suş, pET veya türevi vektörler ile transforme 

edilerek özellikle rekombinant protein ekspresyonu gibi sayısız çalışmada tercih 

edilmiştir [121,139]. Son yıllarda ise, metabolik mühendislik ve sentetik biyoloji gibi 

gelişen alanlarda, farklı biyosentetik yolaklar aracılığıyla sentezlenen çeşitli 

metabolitlerin heterolog ekspresyonu için hücresel üretim fabrikaları olarak 

kullanılmaya başlanmıştır [121,140–143].  

Mikrobiyal konakçılar heterolog ekspresyon için bu şekilde manipüle edildiklerinde, 

örneğin hücrenin metabolik kapasitesinin yüksek düzeyde protein üretimi için 

yönlendirilmesiyle konak organizmada “metabolik yük” veya “metabolik baskı” 

oluşabilir [144]. Bu yük, genellikle amino asitler, rRNA, ATP ve redüksiyon gücü gibi 

metabolik öncüllerin aşırı tüketimiyle, hücre için gerekli olmayan yabancı proteinlerin 

sentezine harcanmasıyla ilişkilendirilir [145]. Ayrıca, heterolog genleri ve seçici 

direnç belirteçlerini taşıyan plazmitlerin enerji gerektiren zorlu bakımı ve replikasyonu 

da bu yüke katkıda bulunabilir [146–148]. Ek olarak, yabancı proteinlerin hücredeki 

metabolik ağlarla etkileşime girmesi, kültür bileşenlerinin (örneğin IPTG' nin kendisi 

ve hücre içine alımı) neden olduğu uyumsuzluklar gibi farklı koşullar metabolik yükle 

ilişkilendirilmektedir [149,150]. Yapılan çalışmada IPTG oranının yükselmesine 

eşdeğer olarak C3G üretimindeki azalış bu nedenle yüksek IPTG’nin hücresel stres ve 

toksik etki oluşturmasından kaynaklı olabilir [151]. Öte yandan, test edilen en düşük 

IPTG konsantrasyonunda en yüksek C3G miktarının elde edilmesi, ticari ölçekte C3G 

üretim amacı göz önünde bulundurulduğunda daha düşük maliyet gerektirmesi de 

avantaj olarak görülmektedir. 

Tez kapsamında, GST rekombinantı hücrelerde, flask:kültür hacim oranının 

değiştirilmesiyle farklı havalandırma koşullarının C3G üretimi üzerindeki etkisi 

değerlendirilmiştir. Elde edilen veriler, havalandırma oranı arttıkça C3G üretiminde 

(43.41mg/L) artış olduğunu ortaya koymaktadır. Çözünmüş oksijenin antosiyanin 

üretimi üzerinde çift yönlü bir etkisi vardır [118]. Bir yandan, oksijen ANS 

(antosiyanidin sentaz) enziminin işlevi için kritik öneme sahiptir; öte yandan ise, 

oksijen antosiyaninleri okside edebilir[118]. ANS (antosiyanidin sentaz enzimi) 2-

oksoglutarat ve demir bağımlı bir oksijenaz olduğu için ortamdaki oksijen oranı 

antosiyanin üretimi açısından önemli bir etmendir [152]. Bu nedenle, optimal oksijen 
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kritik bir öneme sahiptir. Mikrobiyal eriodiktiol dönüşümüne yönelik bir çalışmada, 

çözünmüş oksijen konsantrasyonunun artırılmasıyla katekin sentezinde iyileşme 

sağlandığı ve bunun artan NADPH düzeyiyle ilişkili olabileceği belirtilmiştir [102]. 

Ancak oksijenin antosiyanin üretimi üzerindeki etkisiyle ilgili doğrudan bir çalışma 

bulunmamaktadır.  

Post-indüksiyon zamanının C3G üretimi üzerindeki etkisini değerlendirmek amacıyla 

gerçekleştirilen çalışmada, kültür periyodunun farklı zamanlarında IPTG uyarımı 

(3.5h, 4.5h, 5.5h) gerçekleştirilerek üretim verimi üzerindeki sonuçları 

karşılaştırılmıştır. Elde edilen bulgular, 3.5 saatlik post-indüksiyon süresinin, 4.5 ve 

5.5 saatlik post-indüksiyon sürelerine kıyasla anlamlı düzeyde daha yüksek C3G 

üretimi (72.06 mg/L) sağladığını ortaya koymuştur. Bu durum, 3.5 saatlik sürede 

hücresel metabolizmanın hâlâ aktif bir sentez kapasitesine sahip olduğunu (3.5 saat 

OD600: 0.6, 4.5 saat OD600:1, 5.5 saat OD600: 1.3) buna karşın daha uzun sürelere 

ilerledikçe metabolik yükün artması ve hücresel stres faktörlerinin devreye girmesiyle 

üretim veriminin azaldığını göstermektedir [153]. 

Escherichia coli, farklı karbon ve azot kaynaklarını kullanarak büyüyebilme 

yeteneğine sahip olsa da, bazı kaynaklara karşı tercih gösterir. E. coli, glikozu diğer 

karbon kaynaklarına kıyasla öncelikli olarak tüketir; bu durum, fosfoenolpirüvat-

fosfotransferaz sistemi (PTS sistemi) olarak bilinen bir şeker taşıma sistemiyle ilişkili 

olan karbon katabolit baskısı (Carbon Catabolite Repression, CCR) aracılığıyla 

düzenlenir [154]. Gliserol ise PTS dışı bir karbon kaynağıdır ve genellikle yaygın 

şekilde kullanılır; çünkü biyodizel sentezi sırasında yan ürün olarak elde edilir [155]. 

Azot kaynaklarında ise, E. coli, büyümek için çeşitli azot bileşiklerini kullanabilse de, 

öncelikli olarak inorganik amonyumu tercih eder [156]. Ayrıca, karbon ve azot 

kaynakları arasında, TCA döngüsünün önemli ara ürünlerinden biri olan α-ketoglutarat 

aracılığıyla bir bağlantı kurulduğu bildirilmiştir. Bu molekül, amonyak ile glutamat 

sentezi için gereklidir [157,158]. 

Bu bağlamda tez kapsamında karbon kaynağı olarak öncelikle farklı glikoz oranlarının 

(%2 veya %4) antosiyanin üretimi üzerindeki etkisi araştırıldığında, GST 

rekombinantı hücrelerin %2 glikoz içeren AMM besiyerinde daha yüksek oranda C3G 

ürettikleri belirlenmiştir (72.06 mg/L). Ancak glikoz oranı %4’e çıkarıldığında üretim 

miktarında belirgin bir azalma gözlemlenmiştir (38.9 mg/L). Bu durum, yüksek glikoz 
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konsantrasyonlarının E. coli hücrelerinde karbon katabolit baskılaması mekanizmasını 

tetiklediğini düşündürmektedir. Özellikle yüksek düzeyde glikoz varlığında, hücresel 

metabolizma sekonder metabolit üretimi yerine hücre büyümesini desteklemeye 

yönelmekte, böylece antosiyanin biyosentezi gibi enerji ve öncül gerektiren süreçler 

baskılanmaktadır [159]. Ayrıca, fazla glikoz ortamında glikoliz hızlanmakta ve aşırı 

ATP üretimi hücresel dengenin bozulmasına yol açarak oksidatif stres 

oluşturabilmekte, bu da rekombinant proteinlerin ve dolayısıyla antosiyanin üretiminin 

azalmasına sebep olabilmektedir [160]. Görece düşük glikoz varlığında daha yüksek 

C3G verimi elde edilmesi ticari ölçekte önemli bir avantaj sağlamaktadır. 

C3G üretimi için yapılan çalışmalarda besiyerleri kasaminoasit gibi nitrojen 

kaynaklarınca desteklenmiştir [107]. Yan vd (2007) yılında %0.4 glikoz içeren M9 

besiyeri ile yapılan çalışmada 70 mg/L C3G üretimi sağlamışlardır [101]. Cress vd 

(2017) tarafından yapılan çalışmada %2 glikoz ve 2g/L kasaminoasit içeren AMM 

besiyerinde 51 mg/L P3G (Peonidin 3-O Glikozit) elde edilmiştir [117]. Zha vd (2018) 

ise Corynebacterium glutamicum’da C3G üretimi 20 g/L glikoz ve 2 g/L kasamino asit 

ile zenginleştirilmiş AMM besiyerini kullanmış ve optimize edilen kültür koşullarında 

maksimum C3G verimi 41.7 mg/L'ye ulaşmıştır [107]. Aynı çalışmada kasaminoasit 

miktarı iki katına çıkarıldığında ise üretim belirgin şekilde azalmıştır [107].  Tez 

çalışması kapsamında yapılan çalışmada, kasaminoasitlerin optimum bir nitrojen 

kaynağı olarak C3G üretimini desteklemesi, onların bakteriyel hücreler tarafından 

kolayca kullanılabilir serbest amino asit formunda bulunmalarından kaynaklanabilir. 

Amino asitlerin doğrudan absorbe edilmesi, hücresel metabolizmanın hızlanmasına ve 

ikincil metabolitlerin (örneğin C3G gibi antosiyanin türevlerinin) sentezine olumlu 

katkı sağlamaktadır [161]. Ayrıca, kasaminoasitlerin, karbon ve enerji 

metabolizmasına doğrudan katılabilmesi, ikincil metabolit üretimi için prekürsör 

havuzunu zenginleştirmiş olabilir [162].  

Bununla birlikte, kasaminoasit oranı iki katına çıkarıldığında (2CA ortamı), ortamda 

artan azot konsantrasyonu hücrelerde büyümeye yönelik metabolik bir kaymaya sebep 

olmuş ve ikincil metabolit üretimini baskılamış olabilir. Bu durum, "nitrojen 

baskılaması" (nitrojen represyonu) kavramı ile açıklanabilir [163]. Mısırda yapılan bir 

çalışmada, pepton ve maya ekstresi gibi karmaşık nitrojen kaynaklarının kullanıldığı 

ortamlarda ise, bu bileşiklerin sindirimi için hücrelerin daha fazla metabolik enerji 

harcaması gerekmiş ve bu durum C3G üretim verimliliğini düşürmüş olabileceği 
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düşünülmektedir [164]. Yapılan çalışma C3G üretiminde kullanılan nitrojen 

kaynağının tipi ve miktarının titizlikle optimize edilmesi gerektiğini göstermekte; aşırı 

veya karmaşık azot kaynaklarının sekonder metabolit üretimi üzerinde baskılayıcı etki 

oluşturabileceğini vurgulamaktadır. 

Tez kapsamında tasarlanan organizmalarda elde edilen siyanidin 3-O-glukozit (C3G) 

pigmentinin UV-Vis karakterizasyonu gerçekleştirilmiştir. UV-Vis ile elde edilen 

spektrumda 520 nm'de keskin bir tepe gözlenmesi, C3G'nin ortamda baskın bir 

pigment olduğunu göstermektedir. Absorbans değerinin 600 nm üzerindeki bölgelerde 

oldukça düşük olması, bozulma ürünlerinin veya polimerleşmiş formasyonların 

minimal düzeyde olduğunu ortaya koymaktadır. Sonuç olarak, UV-Vis spektroskopisi, 

hızlı, düşük maliyetli ve güvenilir bir ön tarama yöntemi olarak C3G tayininde 

kullanılabilirken, HPLC analizi bu bulguları destekleyerek ekstraktın yapısal 

bütünlüğünü ve saflığını doğrulamıştır. 

Son yıllarda, flavonoidlerin doğal biyosentez yolları hakkında bilgi birikiminin 

artması ve sentetik biyoloji ile metabolik mühendisliğin hızla gelişmesiyle, doğrudan 

öncül maddelerden veya yenilenebilir karbon kaynaklarından flavonoid üretmek için 

çok sayıda mikrobiyal hücre fabrikası kurulmuştur  [165,166].Ancak, bu kimyasalların 

ticari ve endüstriyel ölçekte üretimi henüz başarılamamıştır; çünkü ürün titre, verim 

ve üretkenliği hâlâ düşüktür. Flavonoid üretimini mikroorganizmalarda önemli ölçüde 

artırmak için bazı zorlukların üstesinden gelinmesi gerekmektedir. Flavonoid 

biyosentez yollarında yer alan enzimler, özellikle sitokrom P450’ler ve 

postmodifikasyon enzimleri, genellikle redoks partnerlerine bağımlıdır, düşük enzim 

aktivitesi ve zayıf seçicilik gösterir [167,168].Bu durum, üretim verimliliğini ciddi 

biçimde sınırlar. Bu yüzden, bazı verimli bakteriyel non-P450 oksijenazlar ve 

hidroksilazların esnekliğinden faydalanarak bitki kaynaklı P450 enzimlerinin yerini 

alması umut verici bir alternatif olarak görülmektedir [169].  

E. coli’de eksprese edilen P450’lerin çoğu düşük aktiviteye sahiptir ve metabolitleri 

doğru tanıyamaz. Çünkü antosiyanin üretim zinciri P450 enzimleriyle 

ilerleyemeyince, ara ürünler birikir veya istenilen son ürün (örneğin siyanidin 3-O-

glukozid) üretilemez. Flavonoid biyosentez yolları, uzun reaksiyon basamakları ve 

karmaşık düzenleyici mekanizmalar içerir. Bu da üretim verimini önemli ölçüde 

sınırlar. Bu engeli aşmak için bazı araştırmacılar, tüm biyosentez yolunu bağımsız 

konak suşlara bölerek metabolik yükü dağıtan ko-kültür veya polikültür sistemleri 
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oluşturmayı denemiştir [170–172]. Ancak yaptığımız tez çalışmasında biyosentez 

basamağı flavon-3-ol ile başlamasından kaynaklı P450 enzimlerinin işlevsizliğinden 

dolayı bir üretim düşüklüğü olmamaktadır. Çünkü P450 enzimleri antosiyanin 

biyosentez yolağının erken aşamalarında daha etkin rol oynarlar. 

Başka bir antosiyanin verimini etkileyen etmen, biyosentez yollarındaki öncül 

maddelerin (özellikle aromatik amino asitler ve malonil-CoA) yetersizliğidir 

[168,173]. Ancak bu öncül maddeler, hücre büyümesini destekleyen temel metabolik 

yolların da ara ürünleridir. Bu nedenle, karbon akışının merkezi metabolizma ile 

yabancı (heterolog) biyosentez yolları arasında hassas bir şekilde dengelenmesi 

gerekir. Son zamanlarda, hücre büyümesi ile ürün sentezini dengelemek için karbon 

akışını ince ayarla düzenleyen dinamik düzenleyici elemanların oluşturulması, 

mikrobiyal sentez verimliliğini artırmada güçlü bir araç olarak öne çıkmıştır 

[166,174].  

Antosiyaninler, fenilpropanoid yolu ve flavonoid yolu aracılığıyla sitozolde 

sentezlenir. Antosiyanin biyosentezinde yer alan enzimlerin endoplazmik retikulumun 

sitoplazmik yüzeyine yerleştiği öne sürülmüştür [38]. Ancak, antosiyaninlerin parlak 

renklerini sergileyebilmesi için asidik vakuollere depo edilmesi gerekir. Antosiyanin 

biyosentezi hakkında çok şey bilinse de vakuollere taşınmalarıyla ilgili adımlar 

yeterince anlaşılmamıştır. Şu ana kadar, genetik ve biyokimyasal kanıtlar, 

antosiyaninlerin taşınmasında hem multidrug ve toksik bileşik dışarı atımı (MATE) 

hem de ATP bağlayıcı kaset (ABC) taşıyıcılarının yer aldığını desteklemektedir 

[34,35,69]. MATE ve ABC taşıyıcılarına ek olarak, glutatyon S-transferaz (GST) 

enzimlerinin de antosiyanin taşıma mekanizmalarında yer aldığı bildirilmiştir [67]. 

Bitkisel sistemlerde GST (Glutayon S-Transferaz) ailesinin üyeleri, yalnızca 

detoksifikasyon süreçlerinde değil, aynı zamanda sinyal iletimi, oksidatif stres yanıtı 

ve antosiyanin stabilizasyonu gibi birçok kritik biyolojik süreçte de aktif rol 

oynamaktadır. Bu enzimler, hücre içi homeostazın sürdürülmesi için reaktif oksijen 

türleri (ROS) seviyelerinin kontrolünde önemli görevler üstlenir [175]. PhAN9 geni, 

Petunia hybrida türünde antosiyanin taşınmasında kritik rol oynayan bir glutatyon S-

transferaz (GST) ailesi üyesidir. GST proteinleri, antosiyanin molekülleri ile kompleks 

oluşturarak onların vakuole güvenli bir şekilde aktarılmasına aracılık eder. Filogenetik 

analiz sonuçlarına göre, PhAN9 geni, diğer bitkisel Glutatyon S-Transferaz (GST) 
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genleriyle yüksek derecede ilişkili bir grupta konumlanmıştır. Özellikle IbGSTF4, 

DcGSTF2 ve GtGST genleriyle yakın bir filogenetik ilişki sergilemektedir. 

Özellikle IbGSTF4 geni gibi spesifik GST üyeleri, bitkilerde fenilpropanoid yolakları 

ve flavonoid biyosenteziyle doğrudan ilişkilidir. IbGSTF4'ün antosiyanin taşıyıcı 

proteini olarak işlev gördüğü ve bu pigmentlerin vakuollere taşınmasında kilit rol 

oynadığı gösterilmiştir [37]. Bu taşınma süreci, antosiyanin stabilitesinin sağlanması 

açısından kritik öneme sahiptir, zira sitozolik ortamda serbest antosiyaninlerin 

kararsızlığı, oksidatif degradasyon riskini artırmaktadır [67]. Öte yandan GST'lerin 

oksidatif stres yanıtı üzerindeki etkileri, çeşitli çalışmalarda detaylı şekilde ele 

alınmıştır. Örneğin, Arabidopsis thaliana'da yapılan çalışmalar, bazı GST 

izoformlarının H2O2 gibi ROS'ları doğrudan temizleyerek stres toleransını artırdığını 

ortaya koymuştur [176]. Bu bağlamda, GST'lerin yalnızca metabolit taşıyıcıları değil, 

aynı zamanda hücresel redoks dengesinin koruyucuları olduğu anlaşılmaktadır. 

Yine, GST’lerin sinyal iletimi üzerindeki etkileri de göz ardı edilemez. Bazı GST 

proteinleri, MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) sinyal yolakları ile 

etkileşerek, hücresel yanıt mekanizmalarının düzenlenmesinde görev almaktadır [71]. 

Bu durum, bitkilerin çevresel stres koşullarına adaptasyonunda GST'lerin çok yönlü 

roller üstlendiğini desteklemektedir. Gelecekte yapılacak olan daha ileri fonksiyonel 

karakterizasyon çalışmaları, PhAN9'un biyolojik işlevlerinin detaylandırılmasına ve 

ilgili metabolik ağların çözülmesi açısından önemlidir. 

Petunia hybridada bulunan PhAN9 glutatyon S-transferazı, bu bağlamda, bir taşıyıcı 

görevi üstlenmektedir. Özellikle, PhAN9'un yokluğunda ya da işlev kaybı 

mutasyonlarında, Petunia hybrida bitkisinde antosiyanin birikiminin dramatik şekilde 

azaldığı ve çiçeklerin soluk renklere sahip olduğu gösterilmiştir [39,177]. Bu durum, 

PhAN9'un antosiyanin taşınmasında etkili bir aracı olduğunu kanıtlamaktadır. 

Mikrobiyal konakçılarda antosiyanin üretimindeki en yeni stratejilerden birisi de GST 

genlerinin kullanılması olmuştur (Maya 2023 makalesini ekle). Tartışma kısmının ilk 

kısmında da belirtildiği üzere, GST genlerinin antosiyanin biyosentetik yolağında 

farklı bir katalitik işlevi olduğu kanıtlanmıştır Tez çalışması kapsamında, E.coli’ de 

antosiyanin üretimi üzerindeki etkisinin belirlenmesi için; antosiyanin taşınması ve 

birikmesinde önemli rolleri olduğu bilinen glutatyon transferaz geni PhAN9 alınıp E. 
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coli’de daha önce tasarlanmış olan antosiyanin rekombinantı E. coli BL21 (DE3) 

hücrelere klonlanmıştır.  

Yapılan optimizasyonlar sonrasında, E. coli’de PhAN9 genini taşıyan GST 

rekombinantı hücrelerde C3G rekombinantı hücrelere görece antosiyanin üretiminde 

tam 5 kat artış gözlemlenmiştir. Görece düşük glikoz varlığında ve düşük IPTG 

konsantrasyonunda daha yüksek C3G verimi elde edilmesi ticari ölçekte önemli bir 

avantaj sağlamaktadır ve aynı zamanda C3G üretiminde kullanılan nitrojen kaynağının 

tipi ve miktarının titizlikle optimize edilmesi gerektiğini göstermekte; aşırı veya 

karmaşık azot kaynaklarının sekonder metabolit üretimi üzerinde baskılayıcı etki 

oluşturabileceğini vurgulamaktadır. E. coli’ de yapılan çalışmanın daha önce 

uygulanmamış olması bu çalışmanın özgünlük değerini arttırmaktadır. Sonuç olarak, 

antosiyanin biyosentez yolağının daha iyi aydınlatılması, yapılan yeni çalışmalarla 

bilinen genlerin daha önceden tanımlanan işlevlerine yeni katalitik rollerin eklenmesi 

ile elde edilen bilginin genetik ve metabolizma mühendisliği alanındaki yeni 

teknolojilerle birleştirildiğinde flavonoidler gibi önemli bitki metabolitlerinin daha 

verimli ve ekonomik üretimi için yeni ve heyecan verici fırsatların doğması 

beklenmektedir.
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