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ÖZET  
Çiçekli bitkilerde var olan ve bu bitkilerin meyve, yaprak ve çiçeklerine kırmızı, mor 

ve mavi renk veren; suda çözünebilen bir pigment olan antosiyaninler hem bu geniş 

renk paletine sahip olmaları hem de insan sağlığı üzerindeki olumlu özellikleri 

nedeniyle doğal gıda boyası olarak kullanılabilirler.  

Antosiyaninlerin şu anda büyük çaplı üretimi sürdürülebilirlik ve tedarik sorunlarına 

rağmen doğrudan ham bitki materyallerinden ekstraksiyon yoluyla yapılmaktadır. 

Ancak, bu yöntemle ekstraksiyon sırasında kullanılan yüksek sıcaklık, basınç ve pH 

gibi değişen parametreler, antosiyaninlerin bozunmasına neden olur. Ayrıca, ticari 

seviyede antosiyanin üretimi için geniş tarım arazilerine gereksinim duyulur ve bu 

koşullarda da elde edilen ürünün kalitesi mevsime, bölgeye, bitkinin türüne, hasat 

zamanına ve yetiştirme koşullarına göre değişkenlik gösterebilir. Antosiyanin eldesini 

ticari olarak anlamlı hale getirebilmek için bitki hücre süspansiyon kültürleri ile 

çalışmalar yapılmıştır. Yüksek üretim maliyetleri ve bitkilerde genetiği değiştirilmiş 

hücre hatları kullanılmasının gerektirdiği biyogüvenlik düzenlemeleri antosiyaninlerin 

bitki süspansiyon kültürlerinde üretimini dezavantajlı hale getirmektedir. 

Antosiyaninlerin kimyasal sentezi üzerine çalışmalar yapılmış olmakla birlikte 

bildirilen yöntemler sınırlı ve karmaşıktır. 

Bu nedenle, mikrobiyal yollarla üretim endüstriyel açıdan önemli bir alternatif yol 

olarak karşımıza çıkmaktadır. Yapılan çalışmalarda, antosiyanin biyosentez 

yolağındaki enzimler Escherichia coli veya Saccharomyces cerevisiae gibi prokaryot 

ve ökaryot organizmalara aktarılıp antosiyanin heterolog antosiyanin sentezi 

gerçekleştirilse de ticari olarak istenilen üretim seviyelerine ulaşılamamıştır. 

Bitkilerde, antosiyaninle ilişkili glutatyon transferazları kodlayan genlerin (arGSTler) 

downregülasyonu veya işlev kaybına yol açan mutasyonların, bitkilerde antosiyanin 

birikiminde önemli düşüşe neden olduğu belirlenmiştir. arGSTlerin bu potansiyel 

özelliklerinden yola çıkılarak mayada 2023 yılında yapılan bir çalışmada antosiyanin 

biyosentezi için tasarlanan S. cerevisiae hücrelerine farklı arGST kodlayıcı genlerin 

eklenmesi, siyanidin 3-O-glukozit (kırmızı-turuncu renkli antosiyanin) verimini büyük 

oranda arttırmıştır.  

Tez kapsamında yapılan çalışmada, E. coli hücrelerinde heterolog antosiyanin 

üretimindeki etkisinin belirlenmesi için, GtGST (Gentiana triflora × Gentiana scabra 

GST) glutatyon transferaz geni, C3G rekombinantı hücrelere klonlanmıştır. C3G 

rekombinantı ve GST rekombinantı hücrelerdeki C3G üretiminin arttırılması için 

farklı inokülasyon oranları, IPTG uyarım zamanları, IPTG konsantrasyonları, karbon 

kaynağı, nitrojen kaynağı ve örnek toplama zamanları test edilerek optimizasyon 

çalışmaları yapılmıştır. C3G varlığının doğrulanması ve miktar tayini için HPLC 

analizi yapılmıştır. Bu optimizasyonlar sonucunda, GST rekombinantlarında 70 mg/L 

siyanidin 3-O-glukozit elde edilerek, antosiyanin üretimi GST geni içermeyen C3G 

rekombinantı hücrelerin 5 katına çıkmıştır. 

E. coli’de heterolog antosiyanin biyosentezine GST genlerinin klonlanması stratejisi, 

endüstriyel anlamda antosiyanin üretici soyların geliştirilmesi ve bu pigmentlerin gıda 

ve nutrasötik sektörlerde sürdürülebilir üretimi için umut vaat etmektedir. Bu tez 

çalışması 124Z462 numaralı TÜBİTAK araştırma projesi kapsamında 

gerçekleştirilmiştir.  
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ABSTRACT 
Anthocyanins are water soluble pigments found in flowering plants and give red, 

purple, and blue colors. They are preferred as natural food colorants due to their wide 

color spectrum and their positive properties on human health. Their large-scale 

production is carried out directly from raw plant materials by extraction, despite 

sustainability and supply problems. Varying parameters such as high temperature, 

pressure and pH used during extraction of anthocyanins from raw plant materials can 

lead to the degradation of anthocyanins. Additionally, large scale anthocyanin 

production requires large agricultural lands, and the quality of the product may vary 

depending on the season, region, plant species, harvest time and cultivation conditions. 

Studies have been conducted on plant cell suspension cultures to make anthocyanin 

production commercially viable. High production costs and biosafety regulations 

required using genetically modified cell lines in plants make the production of 

anthocyanins in plant suspension cultures disadvantageous. Although studies have 

been conducted on the chemical synthesis of anthocyanins, the reported methods are 

limited and complex. So, microbial production is an important alternative for industrial 

use. In several studies, enzymes in the anthocyanin biosynthesis pathway were 

transferred to prokaryotic and eukaryotic organisms such as Escherichia coli or 

Saccharomyces cerevisiae enabling heterologous anthocyanin synthesis. But 

commercially desired production levels still could not be achieved. In plants, it has 

been determined that downregulation or loss-of-function mutations in genes encoding 

anthocyanin-related glutathione transferases (arGSTs) cause a significant decrease in 

anthocyanin accumulation. Based on the potential of arGSTs, a 2023 study introduced 

various arGST-encoding genes into engineered S. cerevisiae cells designed for 

anthocyanin biosynthesis, which led to a substantial increase in the yield of cyanidin 

3-O-glucoside (a red-orange anthocyanin). In the thesis study, the glutathione 

transferase gene GtGST (from Gentiana triflora × Gentiana scabra) was cloned into 

C3G recombinant Escherichia coli cells to determine its effect on heterologous 

anthocyanin production. Optimization studies were carried out to increase C3G 

production in both C3G and GST recombinant cells by testing different inoculation 

ratios, IPTG induction times, IPTG concentrations, carbon and nitrogen sources, and 

sampling times. HPLC analysis was performed to confirm the presence and quantify 

the amount of C3G. As a result of these optimizations, 70 mg/L of cyanidin 3-O-

glucoside was obtained in GST recombinants, representing a fivefold increase 

compared to C3G recombinants lacking the GST gene. The strategy of cloning GST 

genes for heterologous anthocyanin biosynthesis in E. coli holds promise for the 

development of industrial anthocyanin-producing strains and for the sustainable 

production of these pigments in the food and nutraceutical sectors. This thesis was 

carried out within the scope of the TÜBİTAK research project number 124Z462. 
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1. GİRİŞ 

Canlıların hücrelerinde madde ve enerji değişimiyle elde ettikleri metabolitler 

yaşamsal gereklilik açısından ikiye ayrılır (Demain ve Fang, 2000). Bunlardan, 

nükleik asit, protein, lipit ve karbonhidratlar “birincil metabolitler” olup, canlının 

varlığını ve yaşamını devam ettirmesi amacıyla ürettiği ve kullandığı moleküllerdir 

(Demain ve Fang, 2000). “İkincil metabolitler” ise doğrudan canlının yaşamını devam 

ettirmesi için gerekli olmasa da çevreye olan uyumunun arttırılmasında organizmaya 

avantaj sağlayan moleküllerdir (Demain ve Fang, 2000). 

Fenolik bileşikler, bitkilerde en çok bulunan ikincil metabolitler olup bu zamana kadar 

8000’den farklı çeşidi tanımlanmıştır. Bitkilerin çeşitli kısımlarında bulunan fenolik 

bileşenler, renklenme, tat ve stres direnci gibi çok çeşitli fizyolojik süreçlerde önemli 

roller oynar. Doğal antioksidan, antimikrobiyal, antikarsinojenik ve antienflamatuvar 

etkinliklerinden dolayı bitki fenolikleri hem araştırma ve hem de kullanımları 

açısından en ilgi çekici sekonder metabolitlerdendir.  

Fenolik bileşikler temelde bir veya daha çok hidroksil grup içeren bir aromatik 

halkadan oluşur ve kimyasal yapılarına göre, flavonoidler, fenolik asitler, tanninler, 

fenolik stilbenler ve fenolik lignanlar olmak üzere beş ana gruba ayrılırlar (Alu’datt 

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

Bitkilerdeki ikincil metabolitlerden olan flavonoidler iki aromatik halka ve bir 

oksijenli heterosiklik halka içeren bir fenolik bileşiktir (Zhang vd., 2022). Fenolik 

bileşikler arasında en çok molekül çeşitliliğine sahip olan flavonoidlerin bitkilerde 

özellikle renklenme ve bitki-etkileşimi ile alakalı farklı görevleri tanımlanmıştır 

(Zhang vd., 2022). Flavonoidler, UV ışınlarını absorbe ederek DNA bozulmasını 

engeller; çiçek ve meyvelerin renklenmesini sağlayarak tozlaşma ve tohum 

dağıtılmasına yardımcı olarak çoğalma şansını arttırır; böceklerin ve otçulların bitkiyi 

yemesini engeller, patojenlere karşı toksik etki sağlar; antioksidan ve stres toleransı 

gibi etkileri vardır; legümlerin nodül oluşumunu sağlarlar (Zhang vd., 2022). Doğada 

en çok bulunan flavonoidler; antosiyaninler, flavonoller, flavonlar, flavanonlar, 

flavanoller ve izoflavonlardır (Şekil 1.1) (Zhang vd., 2022). 
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Şekil 1.1: Bitkilerde bulunan fenolik bileşenler (Albuquerque, Heleno, vd., 2021). 

 

1.1. Antosiyaninler 

Birçok bitki türünün içerdiği antosiyanini (Harborne, 1998) bir terim olarak 1835 

yılında ilk kez Alman eczacı Ludwig Clamor Marquart tarafından, Die Farben der 

Blüthen adlı eserde Grekçe “anthos” (çiçek) ve “kyanos” (mavi) sözcüklerinin bir 

araya getirilerek çeşitli çiçeklerin mavi renkli pigmentini ayırt etmek için 

kullanılmıştır (Marquardt, 1835; Patra vd., 2022). 1913 yılında Richard Willstätter 

ve Arthur Stoll izole ettikleri pigmentlerin flavonoid türevleri olduğunu ortaya 

koydular. Alexander Robertson ve Robert Robinson kendilerine 20 sene sonra Nobel 

Kimya ödülünü kazandıracak olan 1927’deki çalışmaları ile antosiyaninlerin kimyasal 

yapılarını ve biyosentez yollarını açıkladılar (Robertson ve Robinson, 1927). 

Çiçek, gövde, yapraklar, kökler ve meyveler dahil tüm bitki dokularında bulunan 

antosiyaninler; kırmızı, mavi ya da mor renk veren suda çözünebilen vakuoler 

pigmentlerin en büyük türüdür. Antosiyaninler; tahıllar, soğan gibi kök bitkileri, 

lahanalar, fasulyeler, kırmızı meyveler ve kırmızı şarapta bolca bulunur (Zhang vd., 

2022). In vitro çalışmalar antosiyaninlerin, syncytial virüs, parainfluenza virüsü, 

herpes simplex, adenovirüs ve rotavirüsün replike olmalarını engellediklerini 

göstermiştir (Pour vd., 2019). Antosiyanince zengin meyve ve sebzeler, antioksidan 

özellikleri sayesinde kardiyovasküler hastalıkları, kanseri, diyabeti ve diğer kronik 

rahatsızlıkları azaltarak insan sağlığına fayda sağlar (Hu vd., 2020; Putta vd., 2017; 

Smeriglio vd., 2016; Sunil ve Shetty, 2022; Wallace vd., 2016).  
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1.1.1. Antosiyaninlerin Kimyasal Yapısı 

Antosiyaninler, 2 fenil halkası (A ve B halkaları, Şekil 1.2) ve bir heterosiklik pyran’ın 

(C halkası) A halkası ile birleşmiş bir karbon iskelete sahip antosiyanidin 

glukozitlerdir (Castañeda-Ovando vd., 2009a). Antosiyaninler, suda çözünme ve 

pH’ye göre renk değiştirme özelliklerini sağlayan, diğer flavonoidlerde olmayan 

flavylium katyonunu içerir (Şekil 1.4) ve antosiyanidin adı verilen şekersiz (aglikon) 

yapıların şekerle birleşmesiyle meydana gelirler. 

 

 

Şekil 1.2: Antosiyaninlerin genel yapısı (Patra vd., 2022). 

 

Farklı hidroksil (-OH) ve metoksi (-OCH3) gruplarıyla çeşitlenebilen siyanidin, 

pelargonidin, delphinidin, peonidin, malvinidin ve petunidin gibi aglikonlara 

sitoplazmada bulunan glukoziltransferazlar   D-glukoz, L-ramnoz, L-arabinoz, D-

galaktoz ve D-ksiloz gibi şekerler ekleyerek (Pina vd., 2012) çeşitli renk ve 

çözünürlükte antosiyaninler oluşur (Şekil 1.3). Eklenen şekerler genellikle 3-OH 

olmakla birlikte 5- veya 7- pozisyonları gibi antosiyanidinlerin farklı bölgelerine 

bağlanabilir (Pina vd., 2012).  
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Şekil 1.3: En çok bulunan antosiyanidinlerin kimyasal yapısı (Jing, 2006; Miguel, 

2011). 

 

Meyve ve sebzelerdeki antosiyanidinlerin dağılım oranları siyanidin %50, delfinidin 

%12, pelargonidin %12, peonidin %12, petunidin %7 ve malvidin %7’dir (Şekil 1.4) 

(Castañeda-Ovando vd., 2009b). Doğada var olan 27 antosiyanidinden bu 6’sı 

şimdiye kadar bildirilmiş tüm antosiyaninlerin %92’sini oluşturur (Houghton vd., 

2021a; Nunez ve Magnuson, 2013). 

 

 

Şekil 1.4: Doğada en çok bulunan antosiyanin çeşitleri (Anthocyanins - Definition, 

Benefits, Sources, 2025). 

 

B halkasına hidroksil veya metoksil grupların eklenmesiyle antosiyanidinlerin en 

yüksek ışık soğurma dalga boyu değişir ve bu da renklerinin turuncudan (pelargonidin) 

mavi-mora (malvidin) dönmesine neden olur (Sasaki ve Nakayama, 2015). B 



5 

 

halkasına daha fazla hidroksil grubunun eklenmesi, belirli koşullar altında 

antosiyaninlerin görünür ışıktaki en yüksek ışık soğurma dalga boyunu (ʎmax) 

genellikle arttırır. Bu yüzden %1 HCl içeren metanol çözeltisinde pelargonidin 3-O-

glukozitin değeri 510, siyanidin 3-O-glukozitin 530 ve delfinidin 3- O-glukozitin ise 

543 nm’dir (Houghton vd., 2021b; Santiago vd., 2014).  

1.2. Antosiyaninlerin Biyosentezi 

Antosiyaninler farklı miktarlarda olmakla birlikte bitkilerin yaprak, çiçek, meyve, kök, 

gövde ve dallarında üretilirler. Temel flavanoid öncül molekülleri olan fenilalanin, 

şikimat/arogenate yolağından sağlanırken, malonil-CoA Krebs döngüsünden sağlanır 

(Davies, 2009). Daha sonra bu iki öncül, bir dizi enzimatik adımla modifiye edilerek 

antosiyaninleri üretecek flavonoid omurgasını oluşturmak üzere birleşir (Şekil 1.5). 
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Şekil 1.5: Antosiyanin biyosentez yolağı (CHS, chalcone sentaz; CHI, chalcone 

izomeraz; F3H, flavanon 3-hidroksilaz; DFR, dihidroflavonol 4-reduktaz; 

ANS, antosiyanidin sentaz; 3GT, 3-O-glukoziltransferaz; FLS, flavonol 

sentaz) (Yan vd., 2008). 

 

Antosiyanin biyosentezi fenilpropanoid yolağında, fenilalaninin 4-kumaroil-CoA’ya 

dönüştürülmesiyle başlar (Sunil ve Shetty, 2022). Chalcone sentaz (CHS), bir 4-

kumaroil-CoA molekülü ile 3 adet malonil-CoA molekülünden naringenin chalcone 

sentezler (Durbin vd., 2000; Tian vd., 2006). Chalcone-flavanon isomeraz enzimi 

(CHI), naringenin chalcone’u stereospesifik izomeri olan naringenin flavanone’a 

dönüştürür. Flavanone 3-hidroksilaz (F3H) ile naringenin 3. pozisyondan 

hidroksilenerek dihidrokaempferole dönüştürülür. F3ʹH (Flavonoid 3ʹ-hidroksilaz) 

flavanoid B halkasını hidroksilleyerek dihidrokuersetini, F3ʹ5ʹH (Flavonoid 3ʹ,5ʹ-

hidroksilaz) yine flavanoid B halkasını hidroksileyerek dihidromirisetini meydana 

getirirler. Dihidroflavonol olan, dihidrokuersetin, dihidrokaempferol ve 
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dihidromirisetin DFR enzimi (dihidroflavonol 4-redüktaz) ile renksiz moleküller olan 

lökosiyanidin, lökopelargonidin ve lökodelfinidine dönüşürler. Sonrasında da 

antosiyanidin sentaz (ANS) enzimiyle renksiz olan lökosiyanidin, lökopelargonidin ve 

lökodelfinidin lökoantosiyanidinleri; renkli olan siyanidin, pelargonidin ve delfinidin 

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

Kararsız olan antosiyanidinler biyosentezlerinden sonra, sitozolde açilasyon, 

metilasyon ve glukozilasyon ile daha kararlı hale getirilirler. UDP-glukoz flavonoid 

glukosiltransferaz (UFGT ya da A3GT) enzimi, kararsız ara moleküller olan 

antosiyanidin ve lökoantosiyanidinleri 3-O-pozisyonlarına glukoz ekleyerek bu 

moleküllern daha kararlı hale gelmesini sağlar (Tanaka vd., 2008). Siyanidin 3-O-

glukozit (C3G), delfinidin 3-O-glukozit (D3G) ve pelargonidin 3-O-glukozit (P3G) 

birbirlerinden B halkalarındaki hidroksil grup sayısına göre ayrılırlar. Bazı durumlarda 

da bu hidroksil grupların O-metil transferaz ile O-metillenmeleriyle malvinidin, 

peonidin ve petunidin gibi diğer antosiyanidinler üretilir (Davies, 2009; Sunil ve 

Shetty, 2022). 

Endoplazmik retikulumun sitoplazmik yüzeyinde üretilen antosiyaninler depolanma 

için vakuollere taşınır. Antosiyaninlerin, vakuollere taşınmasıyla alakalı şu anda üç 

ayrı tez vardır: Flavonoid/H+ antiporter ile, vezikül trafficking ile ve glutatyon S-

transferazlar aracılığıyladır (Patra vd., 2022; Zhang vd., 2006; Zhao, 2015a; Zhao 

ve Dixon, 2010). Antosiyaninler vakuolde dört moleküler tür olarak bulunur ve bu 

moleküller dengededir. Bu moleküller flavylium cation, quinoidal base, carbinol 

pseudo base ve chalcone pseudo base’tir (Prior ve Wu, 2006). Membran taşıyıcı 

temelde multidrug and toxic extrusion (MATE) transporterları ve ATP binding 

cassette (ABC) protein transporterlardan oluşur (Francisco vd., 2013; Marinova vd., 

2007). “Vesicle trafficking” ile taşınma mekanizmasında ise antosiyaninler 

endoplazmik retikulumdan köken alan vezikül benzeri yapıların içinde bir araya gelir 

ve bu yapıların vakuollerle birleşmesiyle vakuol içine taşınmış olur (Ichino vd., 2014; 

Poustka vd., 2007). Tüm canlılarda var olan GST’ler ksenobiyotiklerin 

detoksifikasyonu, flavonoid metabolizasyonu, biyotik ve abiyotik stres cevaplarında 

kritik bir rol oynar (Agrawal vd., 2002; Loyall vd., 2000; Moons, 2005; Pearson, 

2005). GST’ler glutatyon konjugasyonlarını çeşitli elektrofilik bileşiklere katalizleyen 

dimerik enzimlerdir (Dixon, Lapthorn, vd., 2002). GST gen ailesi Tau, dehydro 

ascorbate reductase (DHAR), tetrachloro hydroquinone dehalogenase (TCHQD), 



8 

 

elongation factor 1 gamma (EF1G), Theta, Zeta, ve Phi olmak üzere 7 alt aileye 

(subfamily) ayrılır (Dixon, Lapthorn, vd., 2002). Antosiyanin taşınmasıyla ilişkili 

GST’lerden Tau alt ailesinden ZmBz2 hariç diğerleri bitkiye özgü Phi alt 

ailesindendirler (Kitamura vd., 2004a; Xue vd., 2022). 

1.3. Doğal ve Sentetik Renklendiriciler  

Yazı öncesi dönemlerden beri boyar maddeler süslemede, günlük yaşamda ve dini 

ritüellerde insanlar için çok önemli bir yer edinmiştir. Çeşitli mineral, liken, böcek ve 

hatta deniz salyangozlarının kabuklarının boyar madde olarak kullanılmasına ek olarak 

geniş bir renk yelpazesi sağladığı için bitki özleri de kullanılmıştır.  

Doğada renkler meyve ve sebzelerin kalitesi hakkında bilgi veren temel belirteçlerdir. 

İnsanlar da diğer hayvanlar gibi tüketecekleri gıdaları öncelikle renkleriyle yargılar ve 

buna göre seçim yaparlar. Nüfusun artması ve işlenmiş gıda çeşitliliğinin çoğalması, 

yiyecek ve içecekleri daha cazip hale getirmek için renklendirici kullanımını 

artırmıştır. 18. ve 19. yüzyılda turşu ve yeşil sebzeler için bakır tuzu, tatlılara sarı ve 

kırmızı renk vermek için kurşun tuzu, kırmızı şekerlemeler için cıva sülfür, pastacılık 

ve baharatlarda arsenik ve cıva bileşenlerinin kullanımı ise 1925 yılında arsenik, 

kurşun, cıva gibi ağır metallerin yasaklanmasına kadar sürmüştür.  

19. yüzyılın sonlarında kömür katranından elde edilen ve tekstil ile boya sanayisinde 

kullanılan sentetik boyalar, zamanla gıda sektörüne de girmiştir. Sentetik boyalar, 

genellikle petrokimyasal bileşiklerden, yani petrol türevlerinden elde edilir. Ancak, 

günümüzde çeşitli sağlık sorunlarına yol açtığı tespit edilen bu boyalar, yasal 

düzenlemelere tabidir. Şu anda yalnızca belirli sentetik boyaların kullanımına izin 

verilmekte olup, bu izinler AB, ABD ve diğer ülkelerde farklılık göstermektedir.  

Amerika Birleşik Devletleri Gıda ve İlaç Dairesi’ne (FDA) göre bir renklendirici veya 

gıda boyası bir gıda, ilaç, kozmetik veya insan bedenine uygulandığında kendi başına 

veya tepkime ile renklendirebilme özelliğine sahip olan herhangi bir boya, pigment 

veya maddeye denir (Color Additives - Information for Consumers | FDA, 2025.; 

Novais vd., 2022). 

Renklendiricilerin kimyasal yapıları, kökenleri ve kullanım amaçlarına göre 

sınıflandırmaları yapılmıştır. Bu sınıflandırmalar; kökene (doğal, doğala özdeş veya 

yapay; organik veya inorganik), çözünürlüğe (çözünür veya çözünmez) ve 
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örtücülüğüne (şeffaf veya opak) göre yapılır. Renklendiriciler genellikle doğal veya 

yapay olmalarına göre sınıflandırılırlar. Doğal boyalar bitki dokularında (kurkumin, 

karotenoidler, antosiyaninler, betalainler veya klorofiller), hayvan hücrelerinden 

(karminik asit ve kermesik asit), mikroorganizmaların metabolizmalarından 

(karotenoidler ve klorofiller) veya mineral kaynaklardan (titanyum dioksit veya 

kalsiyum karbonat) elde edilirken, yapay boyalar doğada bulunmazlar ve kimyasal 

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

Günümüzde Avrupa Birliği’nde Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi (EFSA) tarafından 

onaylanmış 11 yapay gıda renklendiricisi bulunmaktadır. Bunlardan 6 tanesi için 2007 

yılındaki Southampton çalışması ile “çocuklarda dikkat eksikliği ve hiperaktiviteye 

neden olabilir.” etiketi ile satışa sunulması zorunluluğu getirilmiştir. Tez kapsamında 

üretmeyi planladığımız, C3G (siyanidin 3-O-glukozit) kırmızı renkli bir pigment 

olduğu için bu bağlamda sadece AB’de onaylı 4 kırmızı sentetik boyaya ait literatür 

bilgisi verilmiştir: Ponceau 4R (E 124), Eritrosin (E 127), Allura Red AC (E 129) ve 

Carmoisine (E 122)’yi kullanım alanları, sağlık riskleri ve yasal durumları aşağıda 

ayrıntıları ile açıklanmıştır.  

Ponceau 4R (E 124): Cochineal Red A, Brilliant Scarlet 4, New Coccine gibi farklı 

adlandırmaları da olan suda çözünebilen, kırmızı, anyonik monoazo boyadır 

(Amchova vd., 2015). Avrupa Birliği kimi sosis türleri, aromalı kremalar, hardal 

aromalı meyveler, diyetetik gıdalar ve gıda takviyeleri, kızartmalık harçlar, somon 

yerine kullanılan ürünler, balık yumurtası, hardal, bitkisel protein bazlı et ve balık 

alternatifleri, alkollü içecekler, aromalı fermente süt ürünleri, şekerlemeler, sakız, 

süsleme, kaplama ve dolgu malzemeleri, et için süsleme ve kaplamalar, aromalı 

içecekler ve tatlılar gibi ürünlerde kullanımına izin vermektedir (Lehto vd., 2017). 

Üreme ve nörodavranışsal toksisite üzerine yapılan çalışmada erkek sıçanların ilk 

nesillerinde bilişsel bozukluklar kaydedilmiştir. Yapılan bu çalışmanın sınırlayıcı 

faktörü olarak dişi sıçanlarda tutarlı sonuçların bulunmamış olması, her gruptaki denek 

hayvan sayısının az olması ve verilen dozun çok yüksek olması sayılabilir (Amchova 

vd., 2015; T. Tanaka, 2006). Bir başka çalışmada farklı dozlarda Ponceau 4R’nin 

DNA hasarına etkisi fareler üzerinde incelenmiştir. Bu çalışmada çekirdek DNA’sının 

migrasyonunun çeşitli organlarda önemli ölçüde arttığı gözlenmiştir ama çalışmanın 

yazarları bu etkinin sitotoksik nedenle olmayabileceği sonucuna varmışlardır 

(Amchova vd., 2015; Tsuda vd., 2001). EFSA paneli bu sonuçları önemli görüp bu 
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alanda daha çok çalışmanın yapılmasını önermiştir (Aguilar vd., 2009; Amchova vd., 

2015). 2007’de McCann ve arkadaşları (McCann vd., 2007) tarafından yapay gıda 

boyalarının çocukların davranışları üzerindeki zararlı etkileri üzerine yürütülen ve 

genellikle Southampton çalışması olarak bilinen çalışma sonucunda Avrupa Birliği 

tartrazine, Quinoline Yellow, Sunset Yellow, Ponceau 4R, Allura Red ve carmoisine 

içeren gıdalara çocuklarda hiperaktivite ve dikkat bozukluğuna yol açabilir etiketi 

zorunluluğu getirilmiştir (Lehto vd., 2017). Öte yandan bu boya, ABD’de onaylı 

değildir (Lehto vd., 2017). 

Eritrosin (E 127): Kırmızı ksantan bir boyadır (Amchova vd., 2015). Avrupa 

Birliği’nde kuru, şekerlenmiş kirazlarda kullanımında izinliyken Amerika Birleşik 

Devletleri’nde gıdalarda daha geniş bir kullanım alanı bulmaktadır (Lehto vd., 2017). 

Avrupa Birliği’ndeki gerçek tüketim alışkanlıklarına göre yapılan çalışmada ortalama 

tüketim miktarının riskli olan dozdan çok daha az olduğunu ortaya koymuştur 

(Amchova vd., 2015). Toksikokinetik veriler Eritrosinin mide-bağırsak yolunda iyi 

absorbe edilemediğini ortaya koymuştur (Amchova vd., 2015). Eritrosinin 4 iyot 

atomuna sahip olması dolayısıyla tiroid bezini negatif etkileme potansiyeline sahiptir 

(Amchova vd., 2015). Sıçanlarda üreme toksisitesi üzerine yapılan bir çalışmada 

Eritrosinin T4’ü T3’e dönüştürmesinden dolayı hipofiz bezinde TRH salgılanmasını 

arttırdığı gözlenmiştir. Bu Eritrosine maruz kalmış kemirgenlerde (rodent) tiroid 

tümörlerinin artışına yol açabilir (Amchova vd., 2015; Jennings vd., 1990). EFSA 

paneli, Avrupa Birliği’nde maruz kalınan Eritrosin miktarının azlığı ve yapılan klinik 

çalışmaların düşük dozlarda Eritrosinin zararlı etkilere neden olmamasından dolayı 

belirlenmiş olan günlük kabul edilebilir doz miktarında bir değişiklik yapmamıştır 

(Amchova vd., 2015). 

Allura Red AC (E 129): Kırmızı, suda çözünebilen aniyonik monoazo bir boyadır 

(Amchova vd., 2015). Avrupa Birliği’nde kırmızı meyve reçelleri (preserves of red 

fruit), kahvaltılık sosisler, burger etleri, şarküteri etleri (luncheon meat), önceden 

pişirilmiş kabuklu deniz ürünleri, bitter vino ve bitter gazozda kullanımı onaylıdır 

(Lehto vd., 2017). ABD’de ise gıdaların genelinde onaylıdır (Lehto vd., 2017). 

Ponceau 4R ve Karmoisin gibi Avrupa Birliği’nde çocuklarda hiperaktivite ve dikkat 

bozukluğuna yol açabilir etiketiyle satılmak zorundadır (Lehto vd., 2017). 

Carmoisine (E 122): Kırmızı, suda çözünebilen, aniyonik monoazo boyadır 

(Amchova vd., 2015). Azorubin olarak da bilinir (Amchova vd., 2015). Avrupa 
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Birliği’nde aromalı işlenmiş peynirlerde, kırmızı meyve reçellerinde, balık ve kabuklu 

karışımlarında/macunlarında, önceden pişirilmiş kabuklularda, amerikano, bitter vino 

ve bitter gazozda kullanımı onaylıdır ancak ABD’de onaylı değildir (Lehto vd., 2017). 

Duyarlı bireylerde onaylanmış dozda dahi deri ve solunum tepkimelerine nadiren de 

olsa yol açabilir (Amchova vd., 2015; Charrondiere vd., 2009).  İnsan ve bovin 

serum albüminine bağlandığı görülmüşse de (Amchova vd., 2015; Basu ve Kumar, 

2014; Masone ve Chanforan, 2015) Karmoisin’in genel maruziyet miktarları endişe 

edilecek seviyenin altındadır (Amchova vd., 2015). Ponceau 4R ve Allura Red AC 

boyalarında olduğu gibi Avrupa Birliği’nde “çocuklarda hiperaktivite ve dikkat 

bozukluğuna yol açabilir” etiketiyle satılmak zorundadır (Lehto vd., 2017). 

Yukarıdaki özet bilgilerde de görülebileceği üzere, bu 4 kırmızı yapay renklendirici 

AB’de belirli koşullar ile onaylıyken diğer ülkelerdeki onay durumu da değişiklik 

göstermektedir.  

Doğal renklendiriciler doğada halihazırda bulunan boyar maddelerdir. Bunlar 

bitkilerin meyve, sebze, tohum, kök ve çiçeklerinden; Koşinil böceği gibi 

hayvanlardan, alg ve mantarlar gibi mikroorganizmalardan elde edilebilirler (Coultate 

ve Blackburn, 2018). Son yıllarda, doğal renklendiriciler tüketicilerde sentetik 

renklendiricilere göre daha güvenilir ve sağlıklı kabul edildiğinden daha çok tercih 

edilmeye başlanmıştır (Coultate ve Blackburn, 2018).  

Kırmızı renk verici doğal gıda boyaları için koşinil (E120), antosiyanin, betalain ve 

anka sayılabilir (Coultate ve Blackburn, 2018).  Koşinil (E120), kaktüslerin 

üstündeki yaprak biti benzeri böceklerden (Dactylopius coccus) elde edilen, kullanımı 

MÖ. 2000’lere dayansa da (Pearlstein vd., 2015) kayıtlara da ilk olarak 1520’de 

Hernan Cortes’in geçirdiği (Cortés, 1908) bir boyar maddedir. Koşinil ve koşinilden 

üretilen karmin doğal kaynaklı olmalarına karşın üretimi maliyetlidir ve daha da 

önemlisi böcek kaynaklı olduğu için Musevi, Müslüman ve vegan tüketicilerce tercih 

edilmezler. Bu sebeplerle kimyasal üretimi hedeflenmişse de ekonomik olarak uygun 

değildir. Koşinil ve karmin FDA tarafından onaylı boyar maddelerdir (eCFR :: 21 

CFR Part 73 -- Listing of Color Additives Exempt from Certification, 2025). 

Anka, özellikle Uzak Doğu Asya ülkelerinde buharda pişirilmiş pirinç veya diğer 

nişasta içeren gıdalarda Monascus cinsine ait çeşitli küflerin yetiştirilmesiyle elde 

edilen kırmızı renkli bir gıda boyasıdır (Pintea, 2008). Küf kültürlerinden boyanın 

eldesi için herhangi bir işlem uygulanmadan pirinç doğrudan kurutularak toz haline 
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getirilip gıdalarda renklendirici olarak kullanılır. Her ne kadar doğal olsa da mantarın 

diğer metabolitlerini de içermesi mümkündür. Çeşitli tarım ürünlerindeki fungal 

toksinlerin tüketicide sağlık sorunları oluşturduğu bilindiği için anka ile renklendirilen 

gıdalar da olası sağlık sorunları oluşturabilir. Her ne kadar Uzak Doğu Asya’da yaygın 

olarak kullanılsa da çok daha tanımlı ve regüle üretim süreçleri ve çeşitli hayvan 

türlerinde geniş testler gerektireceği için FDA ve EFSA ankayı yasalaştırmak için 

isteksizdir (Coultate ve Blackburn, 2018). 

Diğer bir doğal renklendirici olan antosiyaninler, genellikle turuncu-kırmızı renkli 

flavylium tuzları olarak asidik ortamda elde edilirler (Chen ve Hrazdina, 1981). Diğer 

pigmentlere ek olarak bitki renk ekspresyonunda önemli bir rolü olan antosiyaninler; 

meyve, çiçek yaprağı ve kimi sebzelere kırmızı, mor ve mavi renklerini verir 

(Carpentier vd., 2009).  En çok karşılaşılan glukozidik formları ile pelargonidin, 

siyanidin, peonidin, delfinidin, petunidin ve malvinidin pigmentlerinin maksimum ışık 

absorbsiyonları 505 ila 530 nm’ler arasındadır (Chen ve Hrazdina, 1981). Doğada 

20’den fazla antosiyanidinin (aglikon yapıda yani şeker içermeyen) keşfedilmiş olması 

ve bunların çeşitli glukozilasyonlara uğrayabilmeleri ile doğada toplamda 600’den 

fazla antosiyanin keşfedilmiştir (Andersen ve Markham, 2005). Klorofil b ile aynı 

dalga boyundaki ışık soğurumu yaptığı için bitki dokularının korunmasına yardımcı 

olur (Stintzing ve Carle, 2004).  

Antosiyaninlerin renkleri temel olarak içerdikleri hidroksil gruplarının sayıları ve 

metilasyon dereceleri ile bağlı olan şekerlerin doğası, sayısı ve pozisyonu ile belirlenir 

(Mazza ve Brouillard, 1990). Bitkilerdeki görülen renk çeşitliliği ise daha çok bitki 

dokusunda bulunan metal iyonları ve/veya diğer fenolik bileşiklerle oluşan 

komplekslerden kaynaklanır. Antosiyaninlerin; Avrupa, ABD, Japonya ve diğer 

birçok ülkede doğal gıda boyası olarak kullanımına onay verilmiştir (Nollet ve Toldrá, 

2012). Üzüm kabuğu özütünün boyar madde olarak kullanılması yüz seneden önceye 

dayanır (Francis, 1999). ABD’de ise üzüm renk özütü FDA tarafından içecek dışı gıda 

kullanımı ile sınırlandırılmıştır (eCFR :: 21 CFR Part 73 -- Listing of Color 

Additives Exempt from Certification, 2025). 

Antosiyanin kromoforunun iyonizasyonuna bağlı olarak ışık emiliminde yaşadığı 

değişimler, antosiyaninlerin sağladığı renkte değişime neden olmaktadır. Şekil 1.6 

antosiyaninlerin farklı pH’larda değişen kimyasal yapısını göstermektedir.  

Antosiyaninler, bulundukları ortamın pH’ı 3’ün üzerine çıktıkça renksiz karbinol 
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pseudobase yapısına dönüşmeye başlarlar ve bu da antosiyaninlerin kırmızı rengini 

kaybetmesine neden olur. Nötr pH’a yaklaşıldıkça anhydrobase’in mor ve sonrasında 

mavi formları baskın hale gelir (Coultate ve Blackburn, 2018). Bu da bir gıda boyası 

olarak antosiyaninin bir pH indikatörü olarak kullanılmasının önünü açar. Böylece 

satıştaki ürünlerin yalnızca çekiciliğini arttırmaz ayrıca taze ve bozulmamış olduğunu 

da gösterir.  

 

 

Şekil 1.6: Antosiyaninlerin pH bağımlı kimyasal yapıları (Castañeda-Ovando vd., 

2009a). 

 

Antosiyaninler çeşitli meyve ve sebzelerde doğal olarak bulunur. Antosiyanini en 

yüksek miktarda bulunduran meyveler mürver, aronya, yaban mersini, Amerikan 

yaban mersini, ahududu, üzüm, nardır (Cevallos-Casals ve Cisneros-Zevallos, 2003; 

Delgado-Vargas ve Paredes-López, 2002; Kriventsov ve Arendt, 1981; 

Lamikanra, 1989; Makus ve Ballinger, 1973; Mazza ve Miniati, 2018; Sunil ve 

Shetty, 2022; Wu vd., 2006). Antosiyaninler; siyah havuç, mor mısır, siyah fasülye, 

kırmızı lahana, mor tatlı patates ve patlıcan gibi koyu renkli yiyeceklerde de bulunur 

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

Siyah havuçlarda bulunan antosiyaninlerin pKa değerleri nötr pH’a doğru kaydığı için 

daha geniş bir yelpazede, nötr pH’ta dahi bozulmadan kalan bir gıda boyası olarak 

kullanılabilme potansiyeli taşımaktadırlar. Kırmızı lahana özütlerinde bulunan 

antosiyaninler ise glukozitlerin hidroksisinamik ve hidroksibenzoik asit ile yüksek 

oranda açillenmesi (Kammerer vd., 2004) ile oluşan intramoleküler 

kopigmentasyonun etkileriyle mavi renk üretebilirler (Ahmadiani vd., 2014). Bu 
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durum, antosiyaninlere daha yüksek pH’ta ısıya karşı daha fazla kararlılık sağlar 

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

Antosiyaninler diğer polifenolik bileşiklerle etkileşime girerek (ko-pigmentasyon) 

daha mavi, parlak ve yoğun bir görünüm elde edebilir ve bu ışık uyarımlı yıkım 

yolaklarına karşı antosiyaninlerin daha kararlı hale gelmelerine yardımcı olur 

(Bordignon-Luiz vd., 2007). Antosiyaninlerin kendileriyle, kendilerinin açillenmiş 

halleriyle veya metal-antosiyanin kompleksleriyle oluşturdukları bu 

kopigmentasyonlar non-kovalent kompleksler olup mavi, mor ve kırmızı gibi renklerin 

çiçeklerde, meyvelerde ve bunlardan elde edilen ürünlerdeki kararlılığını sağlayan ana 

mekanizma olduğu gösterilmiştir (Coultate ve Blackburn, 2018; Trouillas vd., 

2016). 

Yapay gıda boyalarındakinin aksine, potansiyel gıda renklendiricisi olarak 

kullanılabilecek antosiyaninler üzerine yapılan çalışmalar, bu pigmentlerin insan 

sağlığına zararlı olmadıkları (McGhie ve Walton, 2007) ve hatta tüketilmeleriyle anti-

inflamatuvar ve anti-karsinojenik etkinlikler, kalp-damar hastalıklarında azalma, 

obezitenin kontrolü ve diyabetin azaltılması gibi yararlı etkilerle de 

ilişkilendirilmektedir (He ve Giusti, 2010). 

1.4. Antosiyanin Üretim Yöntemleri 

Gıda endüstrisinde doğal antosiyaninlerin kullanımındaki kısıtlar; antosiyaninlerin 

düşük kararlılığı, depolama koşulları, formülasyonlar ve farklı işleme koşullarındaki 

renk kayıplarıdır. Antosiyaninlerin kararlılığı son derece değişkenlik göstermektedir. 

Özellikle saf antosiyaninler daha kararsızdır ve bozulmaya eğilimlidir (C. L. Zhao 

vd., 2017). Antosiyaninin işlenme koşulları son üründe istenmeyen tat, renk ve kokuya 

da sebep olmaktadır (Castañeda-Ovando vd., 2009a).  

Antosiyaninlerin doğal gıda kaynaklarından eldesi genellikle yüksek sıcaklık, basınç 

ve pH gibi doğal pigmentlerin ve antioksidanların kaybına neden olacak koşullarda 

yapılır. Yüksek miktarda üretim için geniş tarım arazilerinin gerekmesi; antosiyanin 

konsantrasyonunun mevsime, bölgeye, bitkinin türüne, hasat zamanına ve yetiştirme 

koşullarına göre değişmesi ve yüksek saflıkta üretimin görece zorluğu gibi nedenlerle 

bitkilerden antosiyaninin doğrudan eldesi, mikrobiyal hücre fabrikaları ve in vitro 

kültürlere göre dezavantajlıdır (Zhu vd., 2017). Ayrıca antosiyaninler bitkiden çeşitli 



15 

 

kimyasal yapılara sahip farklı tipte heterojen molekül karışımı olarak elde edilebilir 

(Zha ve Koffas, 2017). Bitkilerden ekstraksiyon için yeni yöntemler üzerine 

çalışılıyor olmakla birlikte, maserasyon ve Soxhlet ekstraksiyonu gibi geleneksel 

yöntemler zaman alıcı ve yüksek hacimlerde çözücü gerektirdiği için maddi açıdan 

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

Bitki hücre süspansiyon kültürleri, kontrollü şartlarda bitki hücrelerinde antosiyanin 

üretimi için kullanılabilir (Cress vd., 2015, 2016). Bu üretim metodu, uygun hücre 

hatlarının geliştirilmesi, biyoreaktör koşullarının optimizasyonu ve fermentasyonun 

büyük ölçeğe taşınmasını hedef alır. Bu bağlamda üzüm, Cleome gülü, tatlı patates, 

aspen, yabani havuç gibi bitkilerden antosiyanin üreten hücre hatları elde edilmeye 

çalışıldıysa da halihazırda ekonomik olarak verimli bir sistem elde edilememiştir 

(Jones vd., 2015; Skjoedt vd., 2016). Bitki süspansiyon hücre kültürlerinden elde 

edilen antosiyaninler üretilen hücrelerin toplam kuru ağırlığının %10’una kadar çıksa 

da belirli bir tip antosiyanin eldesi genelde düşük olmaktadır (Corrales vd., 2008; P. 

Xu vd., 2014). Süspansiyon hücre kültürlerindeki en önemli zorluklardan biri de 

antosiyanin üretiminin zamanla düşmesine neden olan hücre kararsızlıklarıdır 

(Corrales vd., 2008). Temel mekanizmalar tam olarak anlaşılamamış olsa da olası 

nedenlerden biri yetersiz hücre farklılaşmasıdır. Hızlı büyüyen farklılaşmamış 

hücreler antosiyanin üretemez. Bunlara ek olarak yüksek üretim maliyetleri, müşteri 

tarafından çok fazla onaylanmaması ve özellikle genetiği değiştirilmiş hücre 

hatlarından elde edilen moleküllerin sıkı biyogüvenlik düzenlemeleri bitki 

süspansiyon hücre kültürlerinin antosiyanin üretiminde kullanımını kısıtlar (Angelov 

ve Gotcheva, 2017; Davies ve Deroles, 2014). Bu kısıtlamalar doğrudan ekonomik 

rekabeti ve endüstrileşme için gerekli olan yatırımı etkiler (Zha ve Koffas, 2018).  

Bu yüzden, daha yüksek verimde ve kararlı yapıda antosiyanin eldesi için 

antosiyaninlerin biyosentezi ve bunu düzenleyen moleküler mekanizmalar 

aydınlatılarak üretim için bitki doku kültürü ve mikroorganizmalarda heterolog üretim 

ile ilgili çalışmalar yapılmaktadır (Espinosa-Leal vd., 2018; Ruta ve Farcasanu, 

2019). Özellikle mikrobiyal üretim, mikroorganizmaların görece daha düşük 

maliyetle, kontrollü ve hızlı büyümeleri ve metabolizma mühendisliği için birçok 

farklı genetik aracın geliştirilmesi nedeniyle, kimyasal sentez, bitkiden doğrudan 

ekstraksiyon ya da bitki hücre kültürlerinde üretime kıyasla daha fazla avantaja 

sahiptir (Chouhan vd., 2017; Pandey vd., 2016a; Sunil ve Shetty, 2022). 
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Prokaryotik ve ökaryotik mikroorganizmalarda şimdiye kadar terpenoidler, alkaloidler 

ve flavonoidler gibi birçok bitki kökenli bileşikler üretilmiştir (Chemler ve Koffas, 

2008; Y. Li ve Smolke, 2016; Paddon ve Keasling, 2014). Flavonoidlerin ilk kez 

2003 yılındaki mikrobiyal üretiminden (Y. Wang vd., 2011) sonra flavanonlardan 

karmaşık yapılı antosiyaninlere kadar birçok bileşik metabolizma mühendisliği 

yoluyla düzenlenmiş mikroorganizmalarda üretilmiştir (Pandey vd., 2016b).  Ayrıca 

doğal olmayan flavanoidlerin de belirli substratlarla besleme yoluyla mikrobiyal 

üretimi yapılmıştır (Fowler vd., 2011; Leonard vd., 2008). Tüm bu çalışmalarda 

kullanılan mikroorganizmalar hedef ürünün en iyi üretimi için metabolik olarak 

düzenlenmiştir (Zha ve Koffas, 2017). 

Mikrobiyal üretimde etkin ürünlerin alınabilmesi için uygun mikrobiyal konakçı hücre 

hattının seçilmesi önemlidir. Birçok mikrobiyal hücre hattından Escherichia coli ve 

Saccharomyces cerevisiae metabolik ağlarının iyi anlaşılmış olması ve genetik 

mühendislik için gerekli araçlarının var olması nedeniyle bu iki grubun yapılan 

çalışmalarda daha çok tercih edilmelerine neden olmuştur (Lee vd., 2019; Zhou vd., 

2024a). 

1.5. Antosiyaninlerin Mikrobiyal Üretimi 

E. coli’nin iyi karakterize edilen genetik, fizyolojik ve biyokimyasal yapısı, genetik 

manipülasyona olanak tanıması, iyi bilinen ve görece basit büyüme koşulları (örneğin 

anaerobik büyüme hızı, birçok substratı kullanabilmesi gibi), genetik mühendislik 

araçlarının varoluşu dolayısıyla endüstriyel model mikroorganizma olarak iyi bir 

seçim olarak karşımıza çıkmaktadır (Marienhagen ve Bott, 2013; Zhou vd., 2024a). 

Antosiyanin üretimi için Yan ve arkadaşları (Yan vd., 2005a) pET vektörünü 

kullanarak Musca domestica’dan flavanon 3β-hidroksilaz, Anthurium 

andraeanum’dan dihidroflavonol 4-redüktaz, M. domestica’dan antosiyanidin sentaz 

ve Petunia hybridia’dan flavonoid 3-O-glukoziltransferaz genlerini E. coli JM109’a 

aktararak E. coli’de ilk defa antosiyanin üretimini gerçekleştirdiler (Yan vd., 2005a; 

Zhou vd., 2024a). Renkli olmayan naringenin ve eridokityol gibi flavanonlardan 

kararlı, glukozillenmiş antosiyaninler üretmek amacıyla dört basamaklı bir yolak 

oluşturmuşlardır. Malus domestica’dan flavanon 3β-hidroksilaz, Anthurium 

andraeanum’dan dihidroflavonol 4-redüktaz, Malum domestica’dan antosiyanidin 
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sentaz (ANS) ve Petunia hybrida’dan UDP-glukoz:flavonoid-3-O-glukoziltransferaz 

iki aşamalı PCR yöntemiyle her biri önce trc promotörü ve kendi bakteriyel ribozom-

bağlanma bölgesi kontrolü altına alınmış sonrasında sırasıyla pK184 vektörüyle 

klonlanmıştır. Bu yolaklara sahip olan E. coli hücreleri naringenin veya eriodiktyol 

öncüllerini kullanarak sırasıyla pelargonidin 3-O-glukozit (5,6 μg/l) veya siyanidin 3-

O-glukozite (6,0 μg/l) dönüştürmüşlerdir (Yan vd., 2005b). 

Yine E. coli’de yapılan çalışmada, Jones ve arkadaşları (Andrew Jones vd., 2017) 

glukozdan başlayarak antosiyanin üretimini gerçekleştirmek için polikültür tekniğini 

kullanmışlar ve antosiyanin biyosentez yolağında yer alan 15 enzim ve transkripsiyon 

faktör genlerini 4 ayrı E. coli soyuna paylaştırarak pelargonidin 3-O-glukozit 

pigmentinin üretimini gerçekleştirmişlerdir (Andrew Jones vd., 2017; Zhou vd., 

2024a). Bu sayede uzun metabolik yolakların fonksiyonel olarak ifade edilmesini ve 

birbirine bağlanmasını sağlarken metabolik yükün de dağıtılmasını amaçlayarak de 

novo pelargonidin 3-O-glukozit üretimi (9,5 mg/l) gerçekleştirilmiştir (Andrew Jones 

vd., 2017). 

Shrestha ve arkadaşları (Shrestha vd., 2019a) , BglBricks sistemini kullanarak E. coli 

BL21 (DE3) suşunu düzenlemişlerdir. Bu suşa, Petunia hybrida’dan antosiyanidin 

sentaz (ANS), Arabidopsis thaliana’dan siyanidin 3-O-glukoziltransferaz (3GT), 

glukokinaz (glk), fosfoglukomutaz (pgm2), glukoz 1-fosfat üridilil transferaz (galU) 

ve glukoz taşıyıcı protein (glf) genleri eklenmiştir. Genlerin farklı promotörlere 

(piBR181, piBRTrc ve piBRUV5) sahip çoklu monositronik operonlarla ve farklı 

promotör güçleriyle (PT7, PlacUV5 ve Ptrc) optimizasyonu yapılarak 36 saat içinde 

yaklaşık 439 mg/L konsantrasyonda C3G üretimi yapılarak bugüne kadar rapor edilen 

en yüksek verimi sağlamışlardır (Shrestha vd., 2019a). 

S. cerevisiae, bitkilerde antosiyaninlerin depolandığı vakuollere benzer organellere 

sahiptir. Bitki enzimleri genellikle translasyon sonrası modifikasyonlarla aktif hale 

gelirler. Prokaryotlarda translasyon sonrası modifikasyonlar gerçekleşmezken 

ökaryotlar bu modifikasyonları yapabildikleri için bitki enzimlerini daha etkili bir 

şekilde kullanabilirler (Zhou vd., 2024b). Eichenberger ve arkadaşları (2018) 

(Eichenberger vd., 2018) bitki genlerini S. cerevisiae’ye aktararak glukozdan üç 

farklı antosiyanin üretebilen bir suş geliştirmişlerdir. Bu suş, 1,55 mg/l 

konsantrasyonda siyanidin 3-O-glukozit, 0,85 mg/l konsantrasyonda pelargonidin 3-

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

(Eichenberger vd., 2018). 

Zha ve arkadaşları 2018 yılında (Zha vd., 2018) E. coli’de yapılmış olan antosiyanin 

biyosentez çalışmalarını diğer bir prokoryatik mikroorganizma olan Corynebacterium 

glutamicum’da gerçekleştirmişlerdir. Petunia hybrida’dan alınan antosiyanidin sentaz 

(ANS) ve Arabidopsis thaliana’dan alınan 3-O-glukoziltransferaz (3GT) genleri C. 

glutamicum ATCC 13032 suşunda, katekinden C3G eldesi için eksprese edilmişlerdir. 

Yapılan optimizasyonlar UDP-glukoz varlığının arttırılmasıyla yaklaşık 40 mg/l C3G 

üretimi elde edilerek, herhangi bir genetik düzenlenme uygulanmamış başlangıç 

suşuna göre 100 katın üzerinde artış elde edilmiştir. Bu çalışmayla ilk kez ucuz bir 

flavonoid öncülü olan katekinden siyanidin 3-O-glukozitin (Şekil 1.5) C. 

glutamicum’da üretimi gerçekleştirilmiştir (Zha vd., 2018). 

Antosiyanin sentez yolağındaki enzimler genel olarak en yüksek etkinliklerini pH 5-7 

aralığında göstermektedirler. Antosiyaninlerin en kararlı oldukları ve parlak renklere 

sahip oldukları ortam pH’sı ise 1-3 değerleridir. Çoğu enzimin etkinliği için 20-30 °C 

arası optimumdur. Bu aralığın dışına çıkıldığında enzimler denatüre olup etkinlik 

kaybedebilirler. Ama, mikrobiyal hücreler genellikle 5-7 pH değerleri arasında, enzim 

aktivitesi için optimal değerlerin bulunduğu aralıkta büyürler (Zhou vd., 2024c). 

Antosiyanin üretimi sırasında ortamın pH’ı düşme eğilimi gösterdiği için Gram negatif 

konak E. coli’ye kıyasla, Gram pozitif anaerobik bakteri Lactococcus lactis’in 

antosiyanin sentezinde kullanılması avantaj sağlayabilir. Ancak yine de iki aşamalı 

kültür (önce görece yüksek pH’da sonra düşük pH’da üretim gibi) E. coli’de 

geliştirilecek farklı yöntemlerle bu sorunun önüne geçilebildiği kanıtlanmıştır (Yan 

vd., 2008). 

1.6. Glutatyon S-Transferaz Enziminin Antosiyanin  

       Sentezindeki Önemi 

Glutatyon S-transferazlar (glutatyon transferazlar) doğadaki en önemli detoksifiye 

edici enzimleridir (Hernández Estévez vd., 2020). Ökaryotlarda ve prokaryotlarda 

şimdiye kadar etkinlikleri çalışılmış olan (Wilce ve Parker, 1994; Wongsantichon 

ve Ketterman, 2005) GST’ler çoklu gen aileleriyle kodlanan geniş bir protein ailesidir 

(Dixon vd., 2002; Wilce ve Parker, 1994). Glutatyon S-transferazlar elektrofilik 

bileşiklere ribozomda üretilmeyen bir tripeptit olan glutatyon (GSH; γ-Glu-Cys-Gly) 
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ekler ve çeşitli tepkimeleri katalizleyerek daha çözünebilir peptit türevleri oluşmasını 

sağlar (Chronopoulou ve Labrou, 2009; Cummins vd., 2013; Dixon ve Edwards, 

2010; Edwards vd., 2011; Edwards ve Dixon, 2005; Hernández Estévez vd., 2020; 

Kampranis vd., 2000; Labrou vd., 2015). GST’ler farklı substratlarla çeşitli 

tepkimeler katalizlerler (Chronopoulou ve Labrou, 2009; Mannervik, 2012). 

Birincil ve ikincil metabolizma, stres metabolizması, herbisit detoksifikasyonu, sinyal 

iletiminde rol alma; ozon hasarlarına, ağır metallere, xenobiyotilere ve mikrobik 

enfeksiyonlara karşı bitkiyi koruma; antosiyanin taşıma ve birikimi; hidroperoksit 

detoksifikasyonu; auksin homeostasisi; tirozin metabolizması ve apoptizi düzenleme 

gibi çeşitli düzenleyici işlevlerde görev alır (Benekos vd., 2010; Chronopoulou ve 

Labrou, 2009; Cummins vd., 2011, 2013; Dixon vd., 2010; Edwards ve Dixon, 

2005; Esmaeili vd., 2009; Gill ve Tuteja, 2010; Hernández Estévez vd., 2020; Hu, 

2014; Sharma vd., 2014; Yu ve Powles, 2014). 

Sitozolik GST üst ailesi (superfamily) 13,000’den fazla eşsiz sekanstan oluşur 

(Mashiyama vd., 2014) ve bu sekanslar bitkiler, hayvanlar, mantarlar ve bakterilerde 

36 sınıfa gruplanırlar (Hernández Estévez vd., 2020; Y. J. Liu vd., 2013). Öte 

yandan, bitki GST’leri 10 ayrı sınıfa ayrılmıştır: GSTU (Tau), GSTF (Phi), GSTL 

(Lambda), GSTT (Theta), GSTZ (Zeta), DHAR (dehidroaskorbat reduktaz), TCHQD 

(tetrakloro hidrokinon dehalogenaz), EF1Bγ (elongasyon faktör 1B) (Liu vd., 2013). 

Bitki GST’lerinin çoğu tau ve phi sınıflarına aittir. Phi, tau, DHAR ve lambda GST’leri 

bitkilere özgüdür (Hernández Estévez vd., 2020). 

Bitki GST’leri diğer GST’lerin olduğu gibi N-terminal domain ve C-terminal domain 

olmak üzere iki domainli bir katlanma örüntüsüne sahiptir. Korunmuş N-terminal 

domaine’e göre C-terminal domain sekans ve topoloji olarak detaylıdır ve bu bitki 

GST’lerinin çeşitli hidrofobik substratlara özel olmalarına yol açar  (Axarli vd., 

2009b, 2009a; Hernández Estévez vd., 2020). 

GST ile ilgili bitkilerde yapılan bazı çalışmalar aşağıda özetlenmiştir: Domates 

LeGSTU2 genini yüksek oranda ifade eden (overekspresyon) transgenik Arabidopsis 

bitkilerinde kuraklığa ve tuzluluğa karşı dayanıklılık gözlenmiştir (Xu vd., 2015). 

DHAR enzim ailesi üyelerinin ışık ve kuraklığın da dahil olduğu stres koşullarında 

bitkilerde askorbik asitin sentezine katkıda bulunduğu gözlenmiştir (Tang ve Yang, 

2013). OsDHAR1 yüksek sıcaklığa karşı korunmada ve bitkilerin antioksidan 

kapasitelerini arttırmada rol alır (Urano vd., 2000). L tipi üyeler ağır metal stresine 
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karşı güçlü bir tepki göstermektedirler. OsGSTL2 bitkideki antioksidan sistemi 

etkileyerek Arabidopsis thaliana’nın ağır metal stresine karşı toleransını arttırır 

(Kumar vd., 2013). Z tipi üyeler bitki tirozin katabolizmasında rol alırlar ve tuzluluk 

ve düşük sıcaklığa tepki olarak uyarılırlar. ThGSTZ1 geninin overekspresyonu, A. 

thaliana’nın tuz kuraklık ve tuz toleransını, reaktif oksijen türlerini uzaklaştırarak 

arttırır (Yang vd., 2014). Mısır bitkisinde mutant Bronze-2 (Bz2) ile defektif 

antosiyanin birikimi ilk kez gözlemlendi. Böylece Bz2 ile kodlanan GST’nin 

antosiyanin-3-O-glukozit ve glutatyona bağlanma özelliği olduğu öne sürülmüştür. 

Daha sonrasında bu GST’nin, flavonoid bileşiklerin taşınmasına teşvik edici bir işlevi 

olduğu öne sürülmüştür (Marrs vd., 1995). Diğer bitkilerde bulunan Bz2 homologları, 

GST’nin antosiyanin taşımasındaki işlevinin yüksek derecede korunduğunu 

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

Antosiyanin biyosentez yolağının sondan bir önceki adımında 3,4-cis-

leukoantosiyanidinler’den antosiyanidinler’e geçişin Fe/α-ketoglutarat bağımlı 

dioksijenaz bir enzim olan antosiyanidin sentaz tarafından katalizlendiği 

düşünülmektedir (Chaves-Silva vd., 2018; Eichenberger vd., 2023; Preuß vd., 

2009). ANS’nin protein kristal yapısı (Wilmouth vd., 2002), biyokimyasal analizler 

(Turnbull vd., 2003, 2004; Welford vd., 2001; Zhang vd., 2019) ve izotopla 

işaretlenmiş öncüllerin bitkilere verilmesiyle yapılan çalışmalar (Heller vd., 1985); 

ANS’nin leukoantosiyanidinlerde C-3 pozisyonuna α-yüzeyinden hidroksilasyon 

gerçekleştirdiğini öne sürmektedir. Ancak, ortaya çıkan kararsız ürün olan flavan-

3,3,4-triol genellikle epidihidrokuersetin, dihidrokuersetin ve kuersetin gibi yan 

ürünlere dönüşürken (Zhang vd., 2019), antosiyanidine dönüşüm yalnızca in vitro bir 

yan reaksiyon olarak görülmüş (Turnbull vd., 2003, 2004; Zhang vd., 2019) ya da 

metabolik mühendislikle düzenlenmiş mikroorganizmalarda (Eichenberger vd., 

2018; Yan vd., 2005b) gözlemlenmiştir (Eichenberger vd., 2023).  

Antosiyaninlerin sentez yolağındaki tartışmalı konulardan bir diğeri ise, antosiyaninle 

ilişkili glutatyon transferazların moleküler işlevleridir (Chanoca vd., 2015; J. Zhao, 

2015b). Yapılan çalışmalarda, arGST’lerin knock out mutasyonları veya 

downregülasyonları sonucunda birçok bitkide antosiyanin birikiminde ciddi azalmalar 

görülmüştür (Alfenito vd., 1998; Cao vd., 2021; Cheng vd., 2015; Jiang vd., 2019a; 

Kitamura vd., 2004b; Liu vd., 2019; Luo vd., 2018; Shao vd., 2021; Sun vd., 2012; 

Tasaki vd., 2020a). Fragaria vesca’da (çilek) RAP geninin geçici baskılanması 
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yaprak saplarında antosiyanin miktarını azaltmıştır (Luo vd., 2018). Prunus 

persica’da (şeftali) bir arGST düzenleyici gen olan Riant’a 2 baz çifti eklenmesi beyaz 

çiçek oluşumuna yol açmıştır (Cheng vd., 2015). Bu fenotipler, bazı durumlarda 

pigmentlerin sitoplazmada yanlış konumlanması (Marrs vd., 1995) veya vezikül 

benzeri yapılarda birikmesi (Gomez vd., 2011; Sun vd., 2012)  ile de ilişkilidir. 

Antosiyaninle ilişki glutatyon transferazların model susbtrat olan 1-kloro-2,4-

dinitrobenzen’e (CDNB) glutatyon transfer edebildiği gösterilmiştir, buna rağmen 

glutatyonun antosiyaninlere bağlandığı ligandlar laboratuvarda da bitkilerde de 

gözlemlenmemiştir (Li vd., 2011; Mueller vd., 2000; Sun vd., 2012). Ama, 

antosiyaninle ilişkili glutatyon transferazların çeşitli flavonoidlere in vitro 

bağlanabildiği (Liu vd., 2019; Mueller vd., 2000; Sun vd., 2012) ve antosiyanince 

zengin dokuların zar yapılarında lokalize oldukları bitkilerde (Gomez vd., 2011; Sun 

vd., 2012) gözlemlenmiştir. Bu araştırma sonuçları arGST’lerin antosiyaninleri kararlı 

hale getirerek vakuole taşıyan taşıyıcılara yönlendirdiği bir hipotez olan “ligandin 

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

Ancak mısırdan alınan bir arGST olan ZmBZ2 cDNA’sının petunyadaki karşılık gelen 

PhAN9 genini tamamlayabilmesi ve tersinin de geçerli olması gibi bazı bitki 

çalışmaları bu ligandin modeliyle tam olarak açıklanamamaktadır (Eichenberger vd., 

2023). Mısırda oluşan pigmentli aleuron veya petunyada oluşan pigmentli korolla 

bölgeleri sadece mor renkte değil, merkezde koyu mor ve çevresinde daha açık renkli 

ama yine pigmentli hücreler içermektedir (Alfenito vd., 1998). Bu durum arGST’lerin 

yalnızca hücre içi taşımada rol almadığını düşündürmektedir (Eichenberger vd., 

2023). 

Eichenberger ve arkadaşları 2023 yılında yayınladıkları çalışmada (Eichenberger vd., 

2023) biyokimyasal, yapısal ve hesaplamalı verilere dayanarak arGST’lerin 

antosiyanin biyosentez yolağında katalitik bir role sahip olduklarını göstermişlerdir.  

Çalışmada, arGST’lerin yarı kararlı ANS ürünü olan flavan-3,3,4-triol veya flavan-3-

on-4-ol bileşiklerini, siyanidinin 4-hidrat formu olan flav-2-en-3,4-diol’e dönüştürmek 

için glutatyon bağımlı Brønsted baz mekanizması kullandığı öne sürülmüştür 

(Eichenberger vd., 2023).  

Eichenberger ve arkadaşları (2023) antosiyaninle ilişkili GST’lerin katalitik 

etkinliklerinin ökaryotik hücrelerdeki antosiyanin biyosentezi için de anahtar role 

sahip olduğunu göstermek için S. cerevisiae hücrelerinin metabolizma mühendisliği 
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ile antosiyanin yolağındaki ilk kararlı bileşik olan siyanidin 3-O-glukoziti üretmesini 

sağlamak için üç plazmitli strateji kullanmışlardır (Eichenberger vd., 2023). Bilinen 

antosiyanin yolağı için, öncesinde S. cerevisiae’de iyi çalıştığı bilinen enzimler 

seçilerek bitkilerden 9 GST ile ayrı ayrı klonlanmışlardır. Antosiyanin ile ilişkili 

olmayan GST’lere sahip olan soylar, kontrol hücrelerle elde edilene benzer sonuçları 

verirken antosiyaninle ilişkili GST’leri içeren soylar kontrole göre antosiyanin 

üretimini 36,5 kata kadar arttırmışlardır (Eichenberger vd., 2023).  

Başka bir çalışmada ise, antosiyaninlerin vakuolllere taşınmasını sağlayan glutatyon 

S-transferazlardan (Jiang vd., 2019b) MdGSTF6 geni, S. cerevisiae’ye aktarıldığında 

ise antosiyaninlerin %90’ından fazlası vakuol bulunmadığı için doğrudan hücre dışına 

atılmıştır  (Xu vd., 2022; Zhou vd., 2024c). Bu strateji ise endüstriyel üretim süresince 

hücre içinden ekstraksiyona alternatif bir yöntem olarak denenebilir. 

1.6.1. GtGST Glutatyon Transferazı 

Tez kapsamında siyanidin 3-O-glukozit üretiminin arttırılmasında Japon gentianasının 

Albireo (Gentiana triflora × Gentiana scabra) çeşidinin antosiyanin ilişkili glutatyon 

transferazı GST1-2 kullanılmıştır. Tez kapsamında bu gen, GtGST olarak 

belirtilmiştir. 

Japon gentianasının Albireo (Gentiana triflora × Gentiana scabra) çeşidinin 

yapraklarındaki mavi pigmentasyon, poliaçilasyona sahip bir antosiyanin olan 

gentiodelfin pigmentinden kaynaklanmaktadır. Tasaki ve arkadaşlarının 2020’de 

yayınlanan çalışma, antosiyanin ilişkili GST1’in (GtGST) çiçek ve yapraklardaki 

gentiodelfinin birikmesinden sorumlu olduğunu ortaya koymuştur (Tasaki vd., 

2020b). GtGST’nin yapılan filogenetik analizi sonucunda Phi tipi GST olduğu ortaya 

çıkmıştır (Tasaki vd., 2020b). Phi tipi diğer antosiyanin ilişkili GST’lerle arasındaki 

dizi benzerliği %53 ila %66 arasındadır: RAP (%66), VvGST4 (%66), AN9 (petunia) 

(%65), DcGSTF2 (%62), MdGSTF6 (%66), CkmGST3 (%68) ve TT19 (%53) 

(Tasaki vd., 2020b) (Şekil 1.7). Antosiyanin ilişkili GST’lerde korunan amino 

asitlerin GtGST’de korunduğu gözlenmiştir (Tasaki vd., 2020b).  

Şekil 1.7‘de Neighbor-Joining yöntemi ile oluşturulmuş filogenetik ağaç 

bulunmaktadır (Saitou ve Nei, 1987). Dal uzunlukları evrimsel uzaklıkların 

filogenetik ağacı oluşturmak için kullanılan birimlerle ölçeklendirilmiştir. Evrimsel 
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uzaklıklar Poisson düzeltme yöntemi (Zuckerkandl ve Pauling, 1965) kullanılarak 

hesaplanmış ve her bölgede gerçekleşen amino asit değişim sayısı birim olarak 

alınmıştır. Analitik işlem 24 amino asit dizisini kapsamıştır. Her dizi çifti için tüm 

belirsiz pozisyonlar çıkarılarak, veri seti 263 pozisyondan oluşturulmuştur. Analizler 

MEGA12 (Kumar vd., 2024) yazılımı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

 

 

Şekil 1.7: GtGST’nin Neighbor-Joining yöntemi ile oluşturulmuş filogenetik ağacı. 

 

Tasaki ve arkadaşlarının 2020’de yayınladıkları çalışmada GtGST geni CRISPR/Cas9 

genom düzenleme yöntemiyle mutasyona uğratılan Japon gentiana soylarında yabani 

türe göre daha açık renkte renklenme ve beyaza yakın renklenme görülmüş ve 

gentiodelfin miktarındaki azalma ise HPLC ve sprektrofotometre analizi ile 

doğrulanmıştır (Tasaki vd., 2020b). Gözlemlenen fenotiplerin GtGST yokluğundan 
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kaynaklandığının doğrulanması için complementation assay ile mutant soylarda 

GtGST’nin geçici ekspresyonuyla yabani soylardaki fenotip tekrardan elde edilmiştir 

(Tasaki vd., 2020b).  Antosiyanin üretiminin düşük sıcaklıklar, yoğun ışık maruziyeti, 

ozmotik stres ve patojen enfeksiyonu gibi çeşitli nedenlerle uyarılabileceği için aynı 

çalışmada yabani ve mutant soylar yüksek şeker içeren besi yerinde büyütülmüşlerdir. 

Yabani soylar yüksek siyanidin-3-glukozit birikimi nedeniyle kırmızıya dönerken 

mutant soylar ya beyaza yakın renklenmiş ya da açık kırmızı renk almışlardır (Tasaki 

vd., 2020b). Böylece antosiyanin biyosentetik yolağı etkin olsa da GtGST aracılığı ile 

taşınmanın gentiana bitkilerindeki antosiyanin birikimi için önemi gösterilmiştir 

(Tasaki vd., 2020b). 

1.7. Tezin Amacı 

Bu tezin amacı, bitkilerde doğal olarak üretilen ve doğal gıda renklendiricisi olarak 

kullanılma potansiyeline sahip kırmızı renkli siyanidin 3-O-glukoziti (C3G) 

pigmentinin mikrobiyal konakçı olarak seçilen E. coli BL21 (DE3) hücrelerinde 

yüksek oranda eldesi için stratejiler geliştirmektir. Daha önce, antosiyanin biyosentezi 

bu konakçıda test edilmiş olsa da GST geninin antosiyanin biyosentezindeki etkisine 

dair bir çalışma gerçekleştirilmemiştir. Bu bağlamda tez kapsamında, C3G 

üretiminden sorumlu olan genleri taşıyan plazmit (yüksek katalitik aktivitesinden 

dolayı Petunia hybrida’nın antosiyanidin sentaz geni (PhANS) ve siyanidini bölgeye 

özgü glukozile ettiği için Arabidopsis thaliana’nın flavonoid-3-O-glukoziltransferaz 

(At3GT) genini içeren pETM6 plazmiti), antosiyanin üretimindeki etkisinin 

belirlenebilmesi için GtGST genini [Japon gentianasının Albireo çeşidinin (Gentiana 

triflora × Gentiana scabra) glutatyon transferaz geni] içeren pCDM4 plazmiti ile 

kotransforme edilerek E. coli hücrelerine aktarılmıştır. AMM besiyerinde inokülasyon 

oranları, IPTG konsantrasyonları ve uyarım zamanları, şeker ve nitrojen kaynakları 

örnek toplama zamanları gibi parametreler değiştirilerek C3G üretimi optimize 

edilmiştir. Tez kapsamında uygulanan stratejinin, farklı organizmalarda heterolog 

antosiyanin biyosentezinin optimize edilmesinde farklı bir bakış açısı getirmesi 

beklenmektedir.  
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2. MATERYAL 

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

coli hücrelerine klonlama ve transformasyon yapılmış, sonrasında da besiyeri ve kültür 

koşullarının değiştirilmesi ile C3G üretimi optimize edilmiştir. 

2.1 Kimyasallar 

Tez kapsamında kullanılan kimyasallar ve kimyasalların üretici firmaları Tablo 2.1’de 

gösterilmektedir. 

 

Tablo 2.1: Kimyasal ve sarf malzemelerin listesi. 

Kimyasal adı Kimyasal markası- Katalog numarası 

48-Derin kuyulu plaka (5 ml) VWR (732-3797) 

Agar Bacto  TM agar 214010 

Amonyum Klorür (NH4Cl) AFG Bioscience 184934-1KG 

Amonyum Molibdat ((NH4)2MoO4) Merck 277908 

Ampisilin Sigma-Aldrich A9393-5G 

Asetik Asit Merck 100063 

Asit Hidrolize Kazein LabM- Q33034/054 

Bakır (II) Sülfat Pentahidrat CuSO4.5H2O 

CuSO₄ 

AFG Bioscience 260976-1KG 

Borik asit (H₃BO₃) AFG Bioscience 373848-1KG 

Çinko Sülfat Heptahidrat ZnSO4.7H2O AFG Bioscience 408022-1KG 

D(+)-Glucose, Anhydrous AFG  294126 

Demir (II) Sülfat Heptahidrat (FeSO4.7H2O) AFG Bioscience 335074-1KG 

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

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

DMSO Sigma-Aldrich 472301 

EDTA AFG Bioscience 399168-1KG 

GtGST glutatyon S-transferaz geni (sentetik) GenScript 
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Tablo 2.1 devam: Kimyasal ve sarf malzemelerin listesi. 

Kimyasal adı Kimyasal markası- Katalog numarası 

HCl Merck- K39100514 

IPTG neoFroxx 1122GR005 

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

Kasamino asit LabM Q33034/054 

Magnezyum Klorür Heksahidrat (MgCl2.6H2O) AFG Bioscience / 223905-1KG 

Mangan Klorür (MnCl2) Merck 105927 

Morpholinopropane Sulphonic and Extra pure 

(MOPS) 

AFG Bioscience 355532 

N,N-Dimethylformamide Sigma 59H364315 

Nutrient broth Merck 1.05443.0500 

Pepton Merck 1.07214.0500 

Potasyum Fosfat Dibazik Anhydrous (K2HPO4) AFG Bioscience 321171-1KG 

Potasyum Fosfat Monobazik Anhydrous  

(KH2PO4) 

AFG Bioscience 292188-1KG 

Potasyum Hidroksit KOH Sigma-Aldrich 06005 

Potasyum Sülfat (K₂SO₄) Carlo Erba 474167-1KG 

Siyanidin 3-O-glukozit klorür GLPBİO-GN10743 

Sodyum Klorür NaCl Sigma-Aldrich S5886 

Streptomisin Sigma-Aldrich S9137 

SYBR safe Invitrogen S33102 

Tiamin Hidroklorür (C12H17CIN4OS.HCl) AFG Bioscience 402129-25G 

Tris Base neoFroxx 1115KG001 

Trisin BioShop / TRI001.100 

Yeast ekstrakt Bacto TM 212750 
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2.2. Kitler ve Enzimler  

Tez kapsamında; GST geninin klonlanması, E. coli hücrelerine transformasyonu ve 

klonların doğrulanması sırasında kullanılan kitler, enzimler ve DNA belirteçleri Tablo 

2.2’de verilmiştir.  

 

Tablo 2.2: Tez kapsamında kullanılan kitler, enzimler, belirteçler. 

Kit, Enzim veya Belirteç adı Üretici firma/Katalog numarası 

1 kb plus DNA belirteçi NEB N0550G 

100 bp + 500 bp DNA belirteci O’RangeRuler 

Jel izolasyon kiti EcoPURE E5003 

KpnI-HF NEB R3142S 

Miniprep izolasyon kiti Monarch T1010S/L 

NdeI NEB R0111S 

rCutsmart Buffer (10X) NEB B6004S 

T4 DNA ligaz NEB M0202S 

Taq DNA polimeraz INtron -30221847 

XhoI NEB R0146S 

 

2.3. Cihazlar 

Tez kapsamında kullanılan cihazlar Tablo 2.3’te sunulmuştur. 
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Tablo 2.3: Cihazların listesi. 

Cihaz adı Cihaz markası ve modeli 

+4 ⁰C ve -20 ⁰C buzdolabı Arçelik 

-80 ⁰C derin dondurucu ESCO Lexicon II ULT Freezer 

Agaroz jel görüntüleme cihazı Azure Biosystem, c600 

Buz makinesi Vosko 

HPLC Shimadzu – DGU-20A5R 

Masa üstü santrifüj VWR, Microsent 17R 

Mikrodalga fırın Beko 1550 

Otoklav Hirayama, Hicla HVE-110 

PCR cihazı Thermocycler Biometra 

pH metre Hana Instruments, pH 211 Microprocessor pH 

Meter 

Santrifüj Beckman Coulter TM – Microfuge 18 centrifuge 

Soğutmalı santrifüj Gyrozen 1248R 

Soğutmalı santrifüj Scanspeed Falkon Santrifüj-1580R 

Steril kabin Heraeus Hera Safe HS 12 

Tartı Precisa 1200C ve Shimadzu AUW220D 

 

2.4. Besiyerleri ve Çözeltiler 

Tez kapsamında gerçekleştirilen klonlama, transformasyon ve hücre kültürü 

basamaklarında kullanılan çözelti ve besiyerleri aşağıda verilmiştir.  

2.4.1. Improved Buffer 

Kompetan hücre hazırlanması için improved buffer, 5 mL CaCl₂ ve 50 ml LB 

karıştırılması ile hazırlanmış ve 0,22 μL’lik filtre ile steril edilmiştir. 
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2.4.2. TAE Buffer (50×) 

50×’lik TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) tamponu 242 g Tris-base, 57,1 mL asetik asit 

ve 100 ml 0,5M EDTA’nın karıştırılıp 1 litreye distile su ile tamamlanması ile elde 

edilmiştir. Agaroz jelde kullanılırken tampon 1×’e sulandırılarak kullanılmıştır.  

2.4.3 LB Broth ve LB Agar       

LB broth’un hazırlanması için  Kimyasallar saf suda çözülüp 1 L hacme 

tamamlanmıştır. 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmiştir (Tablo 2.4). LB 

agarın hazırlanması için agar hariç kimyasallar saf suda çözülüp 1L hacme tamamlanıp 

agar eklenmiştir. 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmiştir (Tablo 2.5). 

 

Tablo 2.4:  LB broth içeriği. 

İçerik Miktar                  

Nutrient broth 10 g 

Yeast extract 5 g 

NaCl 8 g 

Tris base 0,52 g 

 

Tablo 2.5: LB agar içeriği. 

İçerik Miktar                  

Nutrient broth 10 g 

Yeast extract 5 g 

NaCl 8 g 

Agar 15 g 

 

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

E. coli hücrelerinde C3G üretiminin optimizasyonu için kullanılan AMM besiyerinin 

hazırlanışına dair ayrıntılı bilgi aşağıda verilmiştir.  



30 

 

10X tuz çözeltisinin hazırlanması için hassas terazide ilgili kimyasallar tartıldıktan 

sonra beher içine eklenerek, 300 ml suda manyetik karıştırıcı ile çözdürüldü. Mezürde 

hacim 500 mL’ye tamamlandıktan sonra shot şişeye aktarıldı. Daha sonra AMM 

besiyeri içinde MgSO4’ın çökmemesi için fosforik asit (Sigma) ile pH 6.49’a 

ayarlandı. Filtre sterilizasyonu (0,45 μm şırınga ucu filtre ile) yapılarak, oda 

sıcaklığında saklanmıştır (Tablo 2.6).   

 

Tablo 2.6: 10X tuz çözeltisi içeriği. 

İçerik Miktar                  

KH2PO4 17,5 g 

KHPO4 25 g 

(NH4)2HPO4 17,5 g 

 

1 M CaCl2 çözeltisinin hazırlanması için 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’in hazırlanması için 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 çözeltisinin hazırlanması için 246,47 g MgSO4.7H2O tartıldıktan 

sonra önce 700 mL suda çözdürüldü. Mezür ile hacmi 1000 mL’ye tamamlanıp 

tamamlandı ve manyetik karıştırıcıda tekrar homojenize hale getirildi. Ardından 

laminar akışlı kabinde filtre sterilizasyonu yapılarak ve oda sıcaklığında muhafaza 

edilmiştir. 

%50’lik glukoz çözeltisinin hazırlanması için 100 g glukoz tartıldıktan sonra 80 mL 

suda çözdürüldü. Mezür ile hacmi 200 mL’ye tamamlanıp manyetik karıştırıcı ile 

homojen hale getirildi. Ardından laminar akışlı kabinde filtre sterilizasyonu yapılarak 

ve oda sıcaklığında muhafaza edilmiştir. 

Mikronütrient çözeltisinin hazırlanması için Tablo 2.7’deki ilgili kimyasallar hassas 

terazide tartılıp beher içine alındı ve 40 mL suda çözdürüldü. Mezürde hacim su ile 50 
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mL’ye tamamlandı. Ardından laminar akışlı kabinde filtre sterilizasyonu yapıldı ve 

oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

 

Tablo 2.7: Mikronütrient çözeltisi içeriği. 

İçerik Miktar                  

(NH4)6Mo₇O24.4H₂O 0,009 g 

H3BO3 0,063 g 

CuSO4 0,006 g 

MnCl2 0,040 g 

ZnSO4 0,007 g 

 

 

10X MOPS çözeltisinin hazırlanması için 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’ye tamamlandı. 

Ardından laminar akışlı kabinde filtre sterilizasyonu yapıldı ve 50 mL’lik falkon 

tüplere ayrıldı. Sonrasında -20°C’de muhafaza edildi (Tablo 2.8). 

 

Tablo 2.8: 10X MOPS çözeltisi içeriği. 

İçerik Miktar                  

MOPS 83,72 g 

Tricine 7,17 g 

FeSO4●7H2O 0,03 g 

NH4Cl 5,10 g 

K2SO4 0,48 g 

MgCl2 1,10 g 

NaCl 29,20 g 

 

1000 X ampisilin çözeltisinin hazırlanması için 0,80 g ampisilin tartıldıktan sonra 10 

mL suda vorteks ile çözülmüştür. Filtre sterilizasyonu ile 1,5 mL’lik eppendorflara 

aktarıldıktan sonra -20°C’de muhafaza edilmiştir. 
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1000 X streptomisin çözeltisinin hazırlanması için 0,50 g streptomisin tartıldıktan 

sonra 10 mL suda vorteks ile çözdürüldü. Filtre sterilizasyonu ile 1,5 mL’lik 

eppendorflara aktarılarak -20°C’de muhafaza edilmiştir. 

Yukarıda belirtilen tüm çözeltiler hazırlandıktan sonra, Tablo 2.9’da belirtilen 

ölçülerde karıştırılarak AMM besiyeri hazırlanmıştır.  

 

Tablo 2.9: %2 Glukoz içeren AMM besiyeri bileşenleri (1 litre için). 

Stok Çözeltileri Hacim                  

10× Tuz Stok Çözeltisi 100 mL 

50% Glukoz 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 

 

Laminar akışlı kabinde, CaCl2’ün çökmemesi için öncelikle su eklenerek çözelti 

hazırlanmaya başlandı. 10× Tuz Stok Çözeltisi ve %50’lik glukoz çözeltisi eklendikten 

sonra optimizasyon koşuluna uygun miktarda kazaminoasit eklendi. Sonrasında diğer 

içerikler de eklenip çözelti hazırlandı.  

2.5. Glutatyon S-Transferaz Geninin (GtGST) Sentezi 

Gentiana triflora × Gentiana scabra Albireo bitkisine ait GtGST 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’deki gibidir. 
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Şekil 2.1: GtGST’nin kodon optimize gen dizilimi. 

 

2.6. C3G Rekombinantı ve GST Rekombinantı Hücrelerin  

       Transformasyonu 

Tez kapsamında, C3G rekombinantı ve GST rekombinantı olarak iki grup hücre 

hazırlanmıştır.  

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

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

GtGST  

Kullanılan plazmitler Şekil 2.2’de ayrıntılı olarak verilmiştir.  
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Şekil 2.2: C3G üretimi için kullanılan plazmitler (A: pCDM4-GtGST, B: pCDM4, C: 

pETM6-At3GT-m-PhANS). 

 

C3G rekombinantı ve GST rekombinantı hücreleri hazırlamak için ilgili plazmitler 

ayrı ayrı E. coli BL21 (DE3) hücrelerine transforme edilmiştir.  

Hücreler dirençli olduğu antibiyotiği içeren LB agar besiyerine çizgi metodu ile ekilip 

37 ℃’de inkübe edilmiştir. Gece boyu büyüyen hücrelerden tek koloni alınıp 

hücrelerin dirençli olduğu antibiyotiği içeren 3 mL LB besiyerine ekilip 37 ℃’de 

inkübasyona bırakılmıştır. Gece boyu büyüyen hücrelerden -20 ℃ stoğu için 625 µL 

steril %80 gliserol + 375 µL kültür, -80 ℃ stoğu için 375 µL steril %80 gliserol + 625 

µL hücre kültüründen eklenip stoklanmıştır. 

 

2.7. -20 ℃ ve -80 ℃ Gliserol Stoklarının Hazırlanması  

A B 

C 
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Tez kapsamında stoklama ve ekspresyon için kullanılan bakteri soyları ve vektörler 

Tablo 3.1’de verilmiştir.  

 

Tablo 3.1: Tez kapsamında kullanılan bakteri soyları ve vektörler. 

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 Xu vd., 

2012a 

pETM6-At3GT-

PhANS 

pETM6 with At3GT and PhANS, monocistronic Ampisilin Cress vd., 

2017 

pCDM4  CloDF13, Strr, with ePathBrick feature Streptomisin P.Xu vd., 

2012a 

 

Glutatyon S-transferaz geni (GtGST) sentetik olarak sentezlenmiş ve pUC57 vektörü 

içine klonlanmış bir şekilde temin edilmiştir. E. coli DH5α kompetan hücreleri 

hazırlanmış ve GtGST genini içeren pUC57 plazmiti kompetan hücrelere transforme 

edilmiştir. Bu hücrelerden plazmit izolasyonu gerçekleştirilip pUC57-GtGST 

plazmitleri NdeI ve KpnI enzimleri ile kesilip agaroz jelde yürütülerek GtGST geni 

jelden izole edilmiştir. Elde edilen gen pCDM4 ekspresyon vektörüne klonlanarak E. 

coli DH5α hücrelerine transforme edilerek stoklanmıştır. 

3.1. Kompetan Hücre Hazırlanması 

pUC57-GtGST vektörlerini E. coli DH5α hücrelerine transforme etmek için ilgili 

hücreler CaCl2 ısı şoku yöntemiyle kompetan hale getirilmesi için -80 ℃ stoktan 

alınan E. coli DH5α hücreleri antibiyotiksiz LB Agar içeren petri kaplarına ekildi ve 

37℃’de bir gece boyunca inkübe edilmiştir. Ertesi gün katı besiyerinden alınan tek 

3. YÖNTEM 
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koloni 50 ml antibiyotiksiz LB besiyerinde 37℃’de 200 rpm’de OD600 değeri 0,65 

aralığına gelene kadar inkübe edilmiştir. Metabolizmayı yavaşlatıp bölünmeyi 

durdurmak için bakteriler steril santrifüj tüplerine aktarılarak 5 dakika buzda 

soğutulmuştur. 1000 g’de 4℃’de 10 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Süpernatant 

uzaklaştırıldıktan sonra pellet, 20 ml’lik improved buffer ile resuspense edilmiş ve 5 

dakika buzda bekletildikten sonra 1000 g’de 4℃’de 10 dakika boyunca santrifüj 

edilmiştir. Tekrardan süpernatant uzaklaştırılmış ve pellet 20 mL’lik improved buffer 

ile resuspense edilmiş ve 5 dakika buzda bekletildikten sonra 1000 g’de 4℃’de 6 

dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Süpernatant uzaklaştırılıp pellet üzerine 4 mL taze 

improved buffer eklenip çözdürülerek -80℃’ye stoklanmıştır. 

3.2. E. coli DH5α Hücrelerine pUC57-GtGST Plazmitinin  

       Transformasyonu 

45 μL kompetan E. coli DH5α hücresi içeren eppendorf tüplere, 100 ng pUC57-GtGST 

eklenerek 20 dakika buzda, 50 saniye 42℃ su banyosunda, sonrasında 2 dakika buzda 

bekletilmiştir. 950 μL LB besiyeri eklenip 50 dakika 37℃’de bekletilip 2000 g’de 4 

dakika santrifüj edilmiştir. 800 μL’lik süpernatant uzaklaştırılıp, pellet çözdürülüp 20 

mL LB Agar besiyerine (80 μg/mL ampisilin) ekilerek 37℃’de inkübe edilmiştir. 

Oluşan tek kolonilerden alınarak 5 mL’lik LB besiyerinde (80 μg/mL ampisilin) 

37℃’de 200 rpm’de sıvı gece boyu inkübe edilmiştir. Sonrasında pUC57-GtGST 

plazmitiyle transforme olmuş E. coli DH5α hücreleri -20 °C ve -80 °C’ye 

stoklanmıştır. 

3.3. Miniprep Protokolü  

pUC57-GtGST vektörünü içeren E. coli DH5α hücrelerinden vektörlerin eldesi için 

Monarch® Plasmid Miniprep Kit NEB #T1010S/L kullanılmıştır. Bu yöntem standart 

hücre süspansiyonunu, alkalin lizizi ve nötralizasyon adımlarını kullanarak 

hücrelerden plazmitin eldesini sağlar. 

pUC57-GtGST vektörleriyle transforme olmuş E. coli DH5α hücreleri gece boyu LB 

besiyerinde büyütüldükten sonra, 3.500 g’de 20 dakika 4℃’de santrifüjlenip 

süpernatantı uzaklaştırılmıştır. Hücre pelleti 200 μL kit içeriğindeki Plasmid 

Resuspension Buffer (B1) ile resüspense edilmiştir. Hücreler 200 μL kit içeriğindeki 
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Plasmid Lysis Buffer (B2) ile 1 dakika inkübe edilip liziz edilmiştir. Lizat, kit 

içeriğindeki 400 μL’lik Plasmid Neutralization Buffer (B3) ile 2 dakika inkübe edilip 

nötralize edilmiştir. 5 dakika 16.000 g’de santrifüj edilip süpernatant spin column’a 

aktarılıp 16.000 g’de 1 dakika inkübe edilip flow-through atılmıştır. RNA’ları, 

proteinleri ve endotoksinleri uzaklaştırması için kolona 200 μL kit içeriğindeki 

Plasmid Wash Buffer 1 eklenip 16.000 g’de 1 dakika santrifüj edilmiştir. Kolona 400 

μl kit içeriğindeki Plasmid Wash Buffer 2 eklenip 16.000 g’de 1 dakika santrifüj 

edilmiştir. Plazmitleri elde etmek için kolon 1,5 mL’lik microfuge tüpüne alınıp 30 μL 

ddH2O kolona eklenip 1 dakika inkübe edilmiş, sonrasında da 16.000 g’de 1 dakika 

santrifüj edilmiştir. 

3.4. Klonlama Protokolü 

GtGST geninin etkisinin belirlenmesi için bu gen ekspresyon vektörü pCDM4’e 

klonlanmıştır. Bu amaçla, öncelikle GtGST geni içinde bulunduğu pUC57-GtGST 

plazmitinden çıkarılarak pCDM4 vektörüne klonlanmıştır. Her iki plazmit bu amaçla, 

NdeI ve KpnI-HF restriksiyon enzimleri ile kesilmiştir. Reaktantlar Tablo 3.2’de 

gösterildiği miktarda eklenip pipetlenerek karıştırılmıştır. 37℃’de 15 dakika inkübe 

edilmiştir. Enzimlerin inaktivasyonu için kesim sonrasında 20 dakika 65℃’de 

bekletilmiştir. 

 

Tablo 3.2: Restriksiyon enzim kesim tepkimesi. 

Reaktantlar pUC57-GtGST pCDM4 

DNA (1000 ng) 7 μL 15 μL 

rCutsmart Buffer (10X) 3 μL 3 μL 

NdeI (20 U/mL) 1 μL 1 μL 

KpnI (20 U/mL) 1 μL 1 μL 

dH2O 18 μL 10 μL 

Toplam 30 μL 30 μL 

 

NdeI ve KpnI restriksiyon enzimleriyle kesilen pUC57-GtGST ve pCDM4 vektörleri 

1× TAE tamponu ile hazırlanmış %1’lik agaroz jel elektroforezine 1 kb DNA belirteci 

ile yüklenip belirtecin bantları açılana kadar 110 volt’ta 30-45 dakika yürütülmüştür. 
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GtGST genini ve pCDM4 vektörlerini içeren jel kısımları steril bistüri ile kesilerek 1,5 

mL’lik microcentrifuge tüplerine aktarılmıştır. Gen ve vektörün jelden ekstraksiyonu 

için Eco Pure Gel Extraction Kit kullanılmıştır. Jellerin ağırlıkları ölçülüp jel ağırlığına 

göre kullanılacak buffer miktarları hesaplanmıştır. Her 100 mg jel için 300 µL EcoPure 

Bağlanma tamponu eklenip 10 dakika süre için 55℃’lik sıcak su banyosuna konarak 

2 dakikada bir vortekslendi. Çözünen jellere her 100 mg agaroz jel için 150 μL 

izopropanol eklendi. Çözelti kolona aktarılarak 16.000 g’de 30 saniye santrifüj yapıldı. 

Flow-through atılıp 700 μL EcoPure Yıkama tamponu kolona eklenip 16.000 g’de 30 

saniye santrifüj yapıldı. Flow-through atılarak boş kolon 16.000 g’de 1 dakika santrifüj 

edildi. Kolon 1,5 mL’lik eppendorf tüpe aktarılarak üzerine 30 μL ddH2O eklendi ve 

1 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Ardından 16.000 g’de santrifüjlenerek elde 

edilen DNA -20 ℃’ye kaldırıldı. 

Jelden elde edilen GtGST geni ve pCDM4 vektörünün ligasyonu T4 DNA ligaz (NEB 

T4 DNA Ligase M0202S) enzimi ile gerçekleştirilmiştir. Tablo 3.3’e göre 50 ng 

pCDM4’e 1/3 oranda GtGST geni, 1× ligasyon tamponu ve 1 µL T4 DNA ligaz enzimi 

ile gece boyu 16 ℃’de inkübe edilmiştir.  

DNA parçalarının konsantrasyonları nanodrop ile tayin edildi. Birbirini tamamlayan 

kesim noktalarına sahip lineer pCDM4 vektörü ve GtGST geni ligasyon için 

kullanılmıştır: Ligasyon işlemi için T4 DNA ligaz enzimi kullanılmıştır. T4 DNA ligaz 

protokolüne göre ligasyon oranları hesaplanmıştır (3.1). 50 ng pCDM4 ile 1:3 molar 

oran verecek şekilde GtGST 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’de 10 dakika inaktivasyon yapıldı. 

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

  (3.1) 
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Tablo 3.3: Ligasyon tepkimesi. 

Hacimler Reaktantlar 

6,25 μL Insert DNA (GtGST) (50 ng) 

1,75 μL Vector DNA (pCDM4) (37,5 ng) 

2 μL T4 DNA Ligaz buffer 

10 μL O2dH 

1 μL T4 ligaz 

 

pCDM4-GtGST ligasyon ürünleri önceki adımlarda yapıldığı gibi CaCl2 metodu ile 

kompetan E. coli DH5α hücrelerine aktarılmıştır. Bunun için 2,5 μL pCDM4-GtGST 

plazmiti 50 μL kompetan hücreye transforme edilmiştir. 50 mg/mL streptomisin içeren 

besiyerinde büyütülen koloniler 50 mg/ml streptomisin içeren LB sıvı besiyerinde 37 

℃’de 16 saat büyütülmüştür. Büyütülen kültürlerden hem -20 ℃ ve -80 ℃ gliserol 

stokları atılmış hem de klonların enzim kesimi ve PCR ile doğrulanması için plazmit 

izolasyonu yapılmıştır.  

3.5. Klonların Doğrulanması 

3.5.1. Restriksiyon Enzim Kesimi ile Klonların Doğrulanması  

Klonların doğrulanması için elde edilen plazmitler tekli ve ikili olarak restriksiyon 

enzimleri ile kesilmiştir. İkili kesim için Tablo 3.4’te verilen miktarlarla NdeI ve KpnI 

restriksiyon enzimleriyle yapılmıştır. Reaktantlar 37 ℃’deki su banyosunda 45 dakika 

inkübe edilmiştir. %1’lik agaroz jelde yürütülerek görüntülenmiştir. 
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Tablo 3.4: pCDM4-GtGST plazmitinin NdeI-KpnI restriksiyon enzimi ile kesimi. 

Reaktantlar Miktar 

DNA (1000 ng) 5 μL 

rCutsmart buffer 2 μL 

NdeI restriksiyon enzimi (20 U/mL) 1 μL 

KpnI restriksiyon enzimi (20 U/mL) 1 μL 

dH2O 11 μL 

Toplam 20 μL 

 

Klonların NdeI-KpnI enzimleri ile doğrulaması yapıldıktan sonra XhoI restriksiyon 

enzimi ile tekli kesimi Tablo 3.5’e göre yapılmıştır. Reaktantlar 37℃’deki su 

banyosunda 45 dakika inkübe edilmiştir. %1’lik agaroz jelde yürütülerek 

görüntülenmiştir. 

 

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

Reaktantlar Miktar 

DNA (1000 ng) 5 μL 

rCutsmart Buffer (10X) 2 μL 

XhoI (20 U/mL) 1 μL 

dH2O 12 μL 

Toplam 20 μL 

 

3.5.2. PCR ile Doğrulama 

pCDM4-GtGST vektörleriyle transforme edilen E. coli DH5α hücreleri ayrıca koloni 

PCR yöntemi ile de doğrulanmıştır. Bunun için İNtron Taq DNA Polimeraz (Kat. No. 

30221847), T7 forward (F-5’-TAATACGACTCACTATAGGG) ve T7 reverse (R-5’- 

GCTAGTT ATTGCTCAGCGG) primerleri ile Tablo 3.6’ya göre hazırlanan 

reaktantlarla Tablo 3.7’daki döngüye göre PCR yapılmıştır. PCR ürünleri %1’lik 

agaroz jele 10 μl DNA ve 2 μl yürütme boyası olacak şekilde GeneRuler 1Kb Plus 
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DNA belirteci ile birlikte yüklenip 80 volt’ta yürütülüp analiz edilmiştir. Kontrol 

olarak ayrıca boş pCDM4 plazmiti de T7 primerleri ile çoğaltılmıştır. 

 

Tablo 3.6: PCR protokolü reaktantları. 

i-Taq PCR Protokol Reaktantları Hacim 

10 × PCR buffer  2,5 μL 

MgCl2  (25 mM) 2,5 μL 

dNTP (200 µM) 2 μL 

Plazmit DNA (100 ng) (pCMD4-GtGST) 1 μL 

Forward T7 primer (250 nM) 1 μL 

Reverse  T7 primer (250 nM) 1 μL 

i-Taq DNA polimeraz 1 μL 

dH2O 14 μL 

Toplam 25 μL 

  

Tablo 3.7: PCR döngüsü. 

Program Sıcaklık (°C) Zaman Döngü Sayısı 

Ön denatürasyon 95  5 dk - 

Denatürasyon 95 30 s  

Bağlanma  50 30 s ×30 döngü 

Uzama 72 1 dk  

Son Uzama 72 10 dk  

 

3.6. GST Rekombinantı ve Siyanidin 3-O-Glukozit Üreticisi  

       (C3G) E. coli BL21 (DE3) Hücrelerinin Hazırlanması 

Yapılan bu tez çalışmasıyla GST geninin (GtGST) C3G üretimine olan etkisinin 

belirlenmesi amaçlanmaktadır. E. coli BL21 (DE3) hücrelerinde C3G üretiminde Prof. 

Dr. Mattheos A. G. Koffas’ın hediye ettiği ampisilin direnç geni içeren pETM6-

At3GT-PhANS plazmiti kullanılmıştır. GtGST geni streptomisin direnç geni 

barındıran pCDM4 plazmitine klonlandığından GST rekombinantı ve C3G 
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rekombinantı hücrelerin kültür koşullarının benzer olabilmesi için kontrol grubu 

hücrelere ayrıca boş pCDM4 plazmiti eklenmiştir (Cress vd., 2017).  

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

C3G üreticisi pETM6-At3GT-m-PhANS ve boş pCDM4 plazmitleri önceki anlatıldığı 

şekilde hazırlanmış olan E. coli BL21 (DE3) hücrelerine CaCl2 ısı şoku metodu ile 

aktarılmıştır (Yöntem 3.2). Transformantlar 80 µg/ml ampisilin ve 50 µg/ml 

streptomisin içeren LB agar besiyerine yayma ekim yöntemi ile ekilip gece boyu 37 

℃’de inkübe edildi. Her iki plazmitteki antibiyotik direnç genlerine duyacağı 

ihtiyaçtan dolayı büyüyen koloniler transformant kabul edildi. 

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

GtGST  

C3G üreticisi pETM6-At3GT-m-PhANS ve GtGST genini taşıyan pCDM4-GtGST 

plazmitleri önceki anlatıldığı şekilde hazırlanmış olan E. coli BL21 (DE3) hücrelerine 

CaCl2 ısı şoku metodu ile aktarılmıştır (Yöntem 3.2). Transformantlar 80 µg/ml 

ampisilin ve 50 µg/ml streptomisin içeren LB agar besiyerine yayma ekim yöntemi ile 

ekilip gece boyu 37 ℃’de inkübe edildi. Her iki plazmitteki antibiyotik direnç 

genlerine duyacağı ihtiyaçtan dolayı büyüyen koloniler transformant kabul edildi. 

Her iki grup için tek kolonilerden LB besiyerinde 37 ℃’de gece boyu çalkalamalı 

inkübatörde kültür başlatılıp ertesi gün -20 ℃ ve -80 ℃ stokları yapılmıştır. 

 

Tablo 3.8: GST geninin C3G üreten hücrelere transformasyonu. 

Kompetan 

Hücre Miktarı 

Transformasyon 

PhANS miktarı 

Transformasyon için 

kullanılan miktar 

(pCDM4-genler) 

 Nanodrop 

ölçümleri 

 

50 μL 1,7 μL 1,3 μL 189,2 ng/μL GtGST  

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

 

C3G rekombinantı E. coli BL21 (DE3) hücreleri C3G üretici plazmit olan pETM6-

At3GT-m-PhANS’yi ve boş pCDM4 plazmitine sahiptir. Tez kapsamında C3G 

üretimine etkisini değerlendirmek istediğimiz GtGST içeren hücreler ise C3G üretici 

pETM6-At3GT-m-PhANS plazmiti ve pCDM4-GtGST plazmitlerini içeren E. coli 

BL21 (DE3) hücreleridir. 
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3.7. Büyüme Eğrisinin Hazırlanması 

15 mL’lik Falcon tüp içerisinde 3 mL LB besiyerinde (50 μg/mL streptomisin ve 80 

μg/mL ampisilin) gece boyu büyütülen pETM6-At3GT-m-PhANS ve pCDM4-GtGST 

plazmitlerine sahip C3G üreticisi E. coli BL21 hücrelerinden 200 μL alınıp 100 mL’lik 

Erlen içerisindeki 20 mL’lik AMM besiyerine (50 μg/mL streptomisin ve 80 μg/mL 

ampisilin) aktarılarak 37℃’de 200 rpm’de büyütüldü. Çeşitli sürelerde OD600’de 

absorbans değerleri ölçülerek büyüme eğrisi grafiği hazırlandı. 

3.8. Katekin Substratı, IPTG ve HPLC Çözeltilerinin  

       Hazırlanması 

• Katekin (50 g/L): C3G’nin üretildiği AMM besiyerinde substrat olarak 

kullanılan katekin çözeltisi, 500 mg katekinin [(+) Catechin Hydrate] 10 mL 

DMF:Etanol’de (8/2) çözülmesiyle elde edilmiştir. 1,5 mL’lik eppendorf 

tüplerde -20 ℃’de saklanmıştır. 

• IPTG (50 mM): C3G’nin üretilmesi için hücreleri uyarmada kullanılan IPTG, 

50 mM’lık son hacim için 0,12 g toz IPTG’nin 10 mL ampul suda çözülüp 

filtre sterilizasyonu yapılmasıyla elde edilmiştir. 1,5 mL’lik eppendorf tüplerde 

-20 ℃’de saklanmıştır. 

• HPLC solventleri: HPLC analizinde kullanılan A ve B çözeltileri aşağıdaki 

şekilde hazırlanmışlardır. 

A Çözeltisi: %0,1 formik asit içeren asetonitril çözeltisi için 1 ml formik asit 1000 ml 

asetonitril ile karıştırıldı. 

B Çözeltisi: %0,1 formik asit içeren asetonitril çözeltisi için 1 ml formik asit 1000 ml 

ultra saf su ile karıştırıldı.  

3.9. Kültür Şartları Optimizasyonu 

GtGST rekombinantı ve C3G rekombinantı E. coli BL21 (DE3) hücrelerinin C3G 

üretimi için öncelikle hücreler -20 ℃ stoklarından 80 mg/L ampisilin ve 50 mg/L 

streptomisin içeren LB besiyerinde 37 ℃, 175 rpm çalkalamada ön kültüre 

alınmışlardır. 16 saat büyümeden sonra 5 mL hacimli 48 kuyulu plakalarda (VWR) 1 

mL AMM besiyerine inoküle edilmişlerdir. Plakalar steril kültür kapaklarıyla (VWR 

60941-086) kapatılarak 37 ℃’de 3,5 saat 175 rpm’de büyütülmüşlerdir. 3,5 saatin 
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ardından ekspresyon için hücrelere IPTG ve katekin verilip 225 rpm’de 30 ℃’de 

inkübe edilmişlerdir. Kültürün farklı zamanlarında HPLC analizi için kültürden alınan 

örnek hacmine eş hacimde metanol:HCl (MeOH:HCl – 100/1) ile karıştırılıp 

vortekslenmiş ve 2.000 g’de 15 dakika santrifüj edilerek üst sıvı HPLC analizine 

alınmıştır. 

C3G rekombinantı ve GST rekombinantı hücrelerde C3G üretiminin arttırılması için 

yapılan optimizasyonlar Tablo 3.9’da özetlenmiştir. 

 

Tablo 3.9: C3G üretiminin arttırılması için yapılan optimizasyonlar. 

İnokülasyon oranları  

%0,5 inokülasyon 

%1 inokülasyon 

%2,5 inokülasyon 

%5 inokülasyon 

%7,5 inokülasyon 

IPTG uyarım zamanı  

3,5 sa 

4,5 sa 

5,5 sa 

IPTG konsantrasyonu  

50 μM 

100 μM 

500 μM 

1000 μM 

Glukoz veya sükroz 

konsantrasyonları 

%2 veya %4  

Örnek toplama zamanları  

18 sa 

21 sa 

24 sa 

Farklı nitrojen kaynakları  

Kasaminoasit (CA) 

(2 g/L – 4g/L),  

CA + pepton 2 g/L, maya 

eksraktı 2 g/L)   

 

 

3.10. HPLC Analizi 

HPLC analizi için, C3G üreticisi hücreler optimize şartlarda büyütülüp bu kültürlerden 

örnekler alınıp, eşit hacimde (1:1) metanol:HCl (100:1) çözeltisi ile karıştırılıp 

vortekslenmiş ve 2.000 g’de 15 dakika santrifüj edilerek üst sıvı alınmıştır.  20 μL, 1,5 

mL’lik HPLC vialleri içindeki insertlere (İsolab I.097.05.111.100) aktarıldı. Shimadzu 

DGU-20A5R HPLC UV cihazı kullanıldı. Ters faz Zorbax SB-C18, 5 μm, 4,6×150 

mm kolonda 0,5 mL/dk akış hızında 10 μL örnek enjeksiyonuyla 520 nm’de ölçüm 

yapılmıştır. Hareketli faz olarak %0,1 formik asit içeren asetonitril (A) çözeltisi 

ve %0,1 formik asit içeren ultra saf su (B) çözeltisi kullanılmıştır. Kolon sıcaklığı 

35 ℃’de sabit tutulmuştur. Kullanılan hareketli fazların oranları Tablo 3.10’daki 

gibidir.  
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Tablo 3.10: HPLC analizinde kullanılan hareketli fazların oranları. 

Süre A Çözeltisi B Çözeltisi 

0-3 dk %10 %90 

3-20 dk %35 %65 

20-21 dk %70 %30 

21-27 dk %100 %0 

27-30 dk %10  %90 

 

Kalibrasyon eğrisi için MeOH:HCl’de (100/1) çözülmüş C3G standardından 4,875 

mg/L, 9,75 mg/L, 19,5 mg/L, 39 mg/L ve 78 mg/L konsantrasyonlarındaki 5 standart 

hazırlanarak kullanıldı. Bu amaçla ilk olarak, 5 mg Siyanidin 3-O-glukozit klorür 

(GLPBIO) 1 mL saf DMSO’da çözülmüş daha sonra MeOH:HCl (100/1) ile seri 

dilüsyon yapılarak standartlar hazırlanmıştır. Tüm standartlar daha sonra -20 ℃’de 

saklanmıştır. 

3.11. C3G’nin UV-VIS Karakterizasyonu 

C3G pigmentinin en çok absorbsiyon yaptığı dalga boyunun belirlenebilmesi için UV-

VIS spektrofotometrisi yapılmıştır. GtGST rekombinantı ve C3G rekombinantı E. coli 

BL21 (DE3) hücreleri öncelikle -20 ℃ stoklarından 80 mg/L ampisilin ve 50 mg/L 

streptomisin içeren LB besiyerinde 37 ℃, 175 rpm çalkalamada ön kültüre 

alınmışlardır. 16 saat büyümeden sonra 5 ml hacimli 48 kuyulu plakalarda (VWR) 1 

mL AMM besiyerine inoküle edilmişlerdir. Plakalar steril kültür kapaklarıyla (VWR 

60941-086) kapatılarak 37 ℃’de 3,5 saat 175 rpm’de büyütülmüşlerdir. 3,5 saatin 

ardından ekspresyon için hücrelere IPTG ve katekin verilip 225 rpm’de 30 ℃’de 

inkübe edilmişlerdir. Kültürün farklı zamanlarında HPLC analizi için kültürden alınan 

örnek hacmine eş hacimde metanol-HCl (MeOH:HCl – 100/1) ile karıştırılıp 

vortekslenmiş ve 4.000 rpm’de 15 dakika santrifüj edilerek 200 μl üst sıvı 

spektrofotometrik analiz için 96 kuyucuklu plakaya eklendi. UV-VIS ölçümü 1 nm 

dalgaboyu aralıklarıyla 420 nm-650 nm arasında yapıldı.  
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4.1 Glutatyon Transferaz Geni GtGST’nin Klonlanması ve  

      Transformasyonu 

GtGST geni kodon optimize olarak sentezlenmiş ve pUC57 vektörü içerisinde temin 

edilmiştir.  GtGST geninin ekspresyon vektörü olan pCDM4 içerisine klonlanması için 

yapılan çalışmalara ait bulgular aşağıda sunulmuştur. 

4.1.1. pUC57-GtGST İçeren E. coli DH5α Hücrelerinin  

         Plazmit İzolasyon Sonucu 

pUC57 vektörü içerisinde satın alınan GtGST genlerinin ekspresyon vektörü olan 

pCDM4 içerisine klonlanması için pUC57-GtGST vektörü kompetan hale getirilmiş 

E. coli DH5α hücrelerine transforme edilip stoklanmış, sonrasında bu hücrelerden 

Monarch® Plasmid Miniprep kiti ile plazmitler elde edilmiştir. Aynı şekilde 

stoklanmış olan pCDM4 içeren E. coli DH5α hücrelerindeki plazmitler de Monarch® 

Plasmid Miniprep kiti ile edilmiştir. İzolasyon sonucunda elde edilen plazmitlerin 

plazmit DNA konsantrasyonları ve nükleik asit saflığını belirten A260/A280 nanodrop 

ölçüm sonuçları Tablo 4.1’de verilmiştir.  

 

Tablo 4.1: pUC57-GtGST içeren E. coli DH5α hücrelerinin plazmit izolasyonuna ait  

                   nanodrop ölçüm sonuçları. 

Gen ve Plazmit İsimleri Nanodrop Ölçümleri A260/A280 

GtGST 379,6 ng/μL 1,83 

pCDM4-1 128,9 ng/μL 1,80 

pCDM4-2 135,1 ng/μL 1,83 

 

4.1.2. GtGST Geninin pCDM4 Plazmitine Klonlanması 

Elde edilen bu plazmitler, NdeI (New England Biolabs NdeI Restriction Enzyme 

R0111S) ve KpnI-HF (New England Biolabs KpnI-HF Restriction Enzyme R3142S) 

4. BULGULAR 
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restriksiyon enzimleri ile kesilmiş ve Şekil 4.1 ve Şekil 4.2’de görüldüğü gibi %1’lik 

agaroz jel elektroforezinde yürütülmüştür.  

 

 

Şekil 4.1: E. coli DH5α hücrelerinden elde edilen pCDM4 plazmitlerinin NdeI ve KpnI 

ile kesim sonucunun %1’lik agaroz jel analizi. M: DNA belirteci (Marker: 

100 bp + 500 bp DNA ladder Thermo scientific, O’RangeRuler), 1 ve 2: 

pCDM4 plazmiti. 

 

 

Şekil 4.2: E. coli DH5α hücrelerinden elde edilen pUC57-GtGST plazmitlerinin NdeI 

ve KpnI ile kesim sonucunun %1’lik agaroz jel analizi. M: DNA belirteci 

(100 bp + 500 bp DNA ladder Thermo scientific, O’RangeRuler), GtGST: 

kesilmiş pUC57-GtGST plazmiti. 

 

Bantlar beklendikleri büyüklüklerde görüntülenmiştir ve pCDM4 ile GtGST bantları 

Monarch DNA Gel Extraction kiti ile jelden izole edilmiş ve DNA konsantrasyonları 

nanodrop ölçümü ile belirlenmiştir (Tablo 4.2). 
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Tablo 4.2: GtGST geni ve pCDM4 plazmitinin agaroz jelden izolasyonu ile elde  

                      edilen DNA konsantrasyonları. 

 DNA konsantrasyonu (ng/μL) Gen ya da plazmit adı 

6 ng/μL GtGST 

29 ng/μL pCDM4-1 

28 ng/μL pCDM4-2 

 

NdeI ve KpnI-HF kesimi sonucunda oluşan yapışkan uçlara sahip lineer pCDM4 

vektörü ve GtGST geni ligasyon reaksiyonuyla birleştirilmiş ve pCDM4-GtGST 

olarak isimlendirilen ligasyon ürünleri kompetan E. coli DH5α hücreleri içine CaCl2 

ısı şoku metodu ile aktarılarak 50 μg/mL streptomisin içeren LB besiyerine ekilmiştir. 

Transformasyon işleminin ardından koloniler elde edilmiştir.  

4.2. pCDM4-GtGST Klonlarının Moleküler Doğrulanması   

E. coli DH5α hücrelerine pCDM4-GtGST vektörlerinin transformasyonunun 

doğrulanması için oluşan koloniler sıvı besiyerinde büyütülerek kit ile plazmit 

izolasyonu yapılmış ve elde edilen plazmitlerin doğrulanması için restriksiyon enzim 

kesimi (tekli ve ikili) ve PCR reaksiyonu gerçekleştirilmiştir.  

4.2.1. XhoI Restriksiyon Enzim Kesimi ile Klonların Doğrulanması 

XhoI enzim kesimi sonucunda pCDM4-GtGST için 4407 bp boyutunda, pCDM4 için 

3810 bp boyutunda bantlar elde edilerek klonlama doğrulanmıştır (Şekil 4.3). 
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Şekil 4.3: XhoI ile enzim kesimi ile doğrulama (Marker: O’RangeRuler 100 bp+500 

bp DNA Ladder ready-to-use). 

 

4.2.2. KpnI ve NdeI Restriksiyon Enzim Kesimi ile Klonların  

          Doğrulanması 

NdeI ve KpnI enzimleri ile kesim sonucunda pCDM4-GtGST için 3756 bp ve 651 bp 

(GtGST’yi içeren) boyutlarda, pCDM4 için ise 3756 bp boyutunda (54 bp’lik ikinci 

bant jel dışında kalmıştır) bantlar elde edilerek klonlama doğrulanmıştır (Şekil 4.4). 

 

 

Şekil 4.4: NdeI ve KpnI enzim kesimi ile klonların doğrulanması (Marker:     

                 O’RangeRuler 100 bp+500 bp DNA Ladder ready-to-use). 
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4.2.3. PCR ile Klonların Doğrulanması 

pCDM4-GtGST vektörleriyle transforme edilen E. coli DH5α hücreleri ayrıcaPCR 

yöntemi ile de doğrulanmıştır. Bunun için iTaq DNA polymerase enzimi, T7 

primerleri ile PCR yapılmıştır. PCR ürünleri %1’lik agaroz jelde analiz edilmiştir. 

Şekil 4.5’te gösterilen jel görüntüsü, pCDM4-GtGST plazmitinin ilgili geni içerdiğini 

PCR sonucunda beklenen 853 baz çiftlik bant ve pCDM4 plazmitinin T7 primerleri ile 

PCR’ı sonucunda vermesi gereken 256 baz çiftlik bant ile klonun doğruluğu 

onaylanmıştır. 

 

 

Şekil 4.5: PCR ile klonların doğrulanması. 

 

4.3. C3G Rekombinantı ve GST Rekombinantı E. coli BL21  

       (DE3) Hücrelerinin Transformasyonu 

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

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

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

GtGST 
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C3G rekombinantı ve GST rekombinantı C3G üreticisi hücreleri hazırlamak için ilgili 

plazmitler ayrı ayrı E. coli BL21 (DE3) hücrelerine transforme edildikten sonra 80 

μg/mL ampisilin ve 50 μg/mL streptomisin içeren LB agar besiyerine aktarılmıştır. 

Her iki antibiyotiği de içeren besiyerinde büyüyebilen kolonilerin ilgili plazmitleri 

taşıdığı bu şekilde doğrulanmıştır. Üretim sonucunda elde edilen antosiyaninler Şekil 

4.7’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.6: C3G rekombinantı (sol) ve GST rekombinantı (sağ) hücrelerden elde edilen 

C3G örnekleri. 

 

4.4. Siyanidin 3-O-Glukozit (C3G Üreticisi) E. coli BL21 

       (DE3) Hücrelerinin Büyüme Eğrisi  

C3G üretiminin optimizasyonu öncesinde %2 glukoz, 2 g/L casaminoacid, 50 μg/ml 

streptomisin ve 80 μg/ml ampisilin içeren AMM besiyerine ekilerek 37℃’de 200 

rpm’de büyütülen C3G rekombinantı ve GST rekombinantı E. coli BL21 hücrelerinin 

çeşitli zamanlarda alınmış OD600 absorbans değerleriyle hazırlanmış büyüme eğrisi 

grafikleri Şekil 4.8 ve Şekil 4.9’da verilmiştir. Sonuçlar, hücrelerin 3. saatten sonra 

logaritmik fazda olduğunu ve 7. saat sonrasında durağan faza geçmeye başladığını 

göstermektedir. 
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Şekil 4.7: GST rekombinantı E. coli BL21 (DE3) hücrelerinin büyüme eğrisi grafiği. 

 

 

Şekil 4.8: C3G rekombinantı E. coli BL21 (DE3) hücrelerinin büyüme eğrisi grafiği. 

  

4.5. Hücre Kültüründen Elde Edilen C3G’nin UV-VIS  

       Karakterizasyonu 

C3G pigmentinin maksimum ışık absorbsiyonunun (λmax) belirlenebilmesi için 

kültürden toplanan örnekler eşit hacimde metanol:HCl (100:1) ile karıştırılıp 

vortekslenmiş ve 2.000 g’de 15 dakika santrifüj edilerek üst sıvı alınmıştır. Alınan bu 

örneklerin daha sonra UV-VIS spektrofotometrisi yapılmıştır. UV-VIS 

karakterizasyonları, 1 nm aralıklarla ve 420-650 nm arasında ölçülerek maksimum ışık 
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absorbsiyonları (λmax) belirlenmiştir (Şekil 4.10). Elde edilen sonuç, C3G plazmitinin 

maksimum absorbansının 520 nm olduğunu göstermiştir. 

 

 

Şekil 4.9: Hücre kültüründen elde edilen C3G’nin UV-VIS karakterizasyonu. 

 

4.6 C3G Standartlarıyla Yapılan Kalibrasyon Eğrisi 

Satın alınan C3G standardından 4,875 mg/L; 9,75 mg/L; 19,5 mg/L; 39 mg/L; 78 mg/L 

konsantrasyonların HPLC analiziyle saptanan absorbans değerlerinden, 

örneklerimizin konsantrasyonunu hesaplamak için kalibrasyon eğrisi çıkarılmıştır 

(Şekil 4.11). 
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Şekil 4.10: C3G standardı kalibrasyon eğrisi. 

 

4.7. Siyanidin 3-O-glukozit (C3G) Üretimi İçin Kültür  

       Şartlarının Optimize Edilmesi 

4.7.1. Kültür Hacim Oranının C3G Üretimine Etkisi 

Kültür koşulları optimizasyonunda farklı kültür hacim oranlarının siyanidin 3-O-

glukozit üretimindeki etkisini gözlemleyebilmek için %2 glukoz ve 2 g/L kasaminoasit 

(CA) içeren hacmen %20, %30, %40 ve %50 AMM medium’a (5 mL’lik 48 kuyucuklu 

plakalar içerisine 1 mL, 1,5 mL, 2 mL veya 2,5 mL olacak şekilde AMM besiyeri), 16 

saat büyümüş hücrelerden hacmen %2,5 inokülasyon yapıldı. İnokülasyonun 3,5. 

saatinde 1 g/L kateşin öncül molekülü eklenip 0,05 mM IPTG ile uyarıldıktan 24 saat 

sonra örnekler toplandı. C3G konsantrasyonları Şekil 4.12’de verilmiştir. En yüksek 

C3G üretimi (C3G rekombinantı 11,32 mg/L C3G ve GST rekombinantlarında 33,26 

mg/L) %20 kültür hacim oranında elde edilmiştir. En düşük C3G üretimi ise (kontrolde 

5,07 mg/L ve GST rekombinantında 13,63 mg/L) %50 kültür hacim oranında elde 

edilmiştir. Sonuçlardan yola çıkılarak, bütün optimizasyon çalışmalarına %20 kültür 

hacim oranı ile optimizasyona devam edilmiştir. 
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Şekil 4.11: Kültür hacim oranının C3G üretimine etkisi. 

 

4.7.2. Farklı Nitrojen Kaynaklarının C3G Üretimine Etkisi 

Farklı amino asit kaynağı ve miktarının C3G üretimine etkisini denemek için 2 g/L 

kasaminoasit (CA), 4 g/L kasaminoasit (2CA), 2 g/L kasaminoasit + 2 g/L pepton (CA 

+ pepton), 2 g/L kasaminoasit + 2 g/L maya özütü (CA + yeast extract) içeren AMM 

besiyerleri kullanılmıştır. Bunun için %2 glukoz içeren hacmen %20’lik AMM 

besiyerine %2,5’luk ön kültür inokülasyonu yapılmıştır. İnokülasyonun 3,5. saatinde 

1 g/L katekin öncül molekülü eklenip 0,05 mM IPTG konsantrasyonu ile uyarıldıktan 

24 saat sonra örnekler toplanmıştır. C3G konsantrasyonları Şekil 4.13’de verilmiştir. 

Bu koşullar altında 2 g/L kasaminoasit içeren besiyerinde GST rekombinantı (24,4 

mg/L) C3G rekombinantının (6,11 mg/L) 4 katı C3G üreterek en çok C3G üretimini 

sağlamıştır.  
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Şekil 4.12: Amino asit kaynağının C3G üretimine etkisi. 

 

4.7.3. C3G Üretiminin Arttırılmasında Kültürlerin İnokülasyon  

          Oranının Etkisi 

Kültür koşulları optimizasyonu için C3G rekombinantı ve GST rekombinantı hücreler, 

%2 glukoz ve 2 g/L kasaminoasit 80 µg/mL ampisilin ve 50 µg/mL streptomisin içeren 

AMM besiyerine hacmen %0,5; %1; %2,5; %5 ve %7,5 oranında inoküle edilmiştir. 

İnokülasyonun 3,5. saatinde 1 g/L kateşin öncül molekülü eklenip 0,05 mM IPTG ile 

uyarıldıktan 24 saat sonra örnekler toplanarak C3G oranı HPLC ile analiz edilmiştir. 

En yüksek C3G üretimi GST rekombinantı hücrelerde %1 inokülasyon oranında 

(46,15 mg/L) elde edilirken, ikinci en yüksek C3G üretimi %2,5 inokülasyon (33,26 

mg/L) oranı ile sağlanmıştır. En düşük C3G üretimi ise %7,5 inokülasyon ile başlatılan 

kültürde gerçekleşmiştir.  

GtGST rekombinantı hücrelerle C3G rekombinantı hücrelerinin C3G üretiminin farklı 

inokülasyonlardaki karşılaştırma grafiği Şekil 4.14’te verilmiştir. C3G 

rekombinantına kıyasla GST rekombinantı hücrelerde C3G üretimi %1 inokülasyonda 

yaklaşık 4 kata, %2,5 inokülasyonda ise yaklaşık 3 kata çıkmıştır. Elde edilen en 

yüksek değerler %1 inokülasyonda Kontrol grubunda 11,68 mg/L, GST 

rekombinantında 46,15 mg/L iken en düşük değerler %7,5 inokülasyonda Kontrol 

grubunda 0,61 mg/L, GST rekombinantında 3,53 mg/L’dir. 
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Şekil 4.13: Farklı inokülasyon oranlarının C3G rekombinantı ve GST rekombinantı    

                   hücrelerde C3G üretimine etkisi. 

 

4.7.4. Farklı IPTG Uyarım Zamanlarının (Post-İndüksiyon) C3G  

          Üretimine Etkisi 

Bir sonraki kültür koşulu optimizasyonu adımı için, kültürler AMM besiyerine inoküle 

edildikten sonra farklı zamanlarda (3,5; 4,5 ve 5,5 saat sonra), IPTG ile uyarılarak C3G 

üretimi üzerindeki etkisi belirlenmiştir. Bunun için %2 glukoz ve 2 g/L kasaminoasit 

içeren hacmen %20’lik AMM besiyerine %2,5’luk ön kültür inokülasyonu yapılmıştır. 

İnokülasyonun 3,5; 4,5 ve 5,5. saatlerinde 1 g/L katekin öncül molekülü eklenip 

hücreler iki farklı (0,05 mM ve 0,1 mM) IPTG konsantrasyonları ile uyarılmıştır.  24 

saat sonra kültür örnekleri toplanarak C3G oranı HPLC ile analiz edilmiştir (Şekil 4.15 

ve Şekil 4.16). 

Bu koşullar altında 3,5. saatte 0,05 mM IPTG ile uyarım en fazla C3G üretimini 70,24 

mg/L konsantrasyon ile sağlamıştır. 4,5 ve 5,5 sonra uyarılan hücrelerdeki üretimler 

ise sırasıyla 40,56 mg/L ve 5,87 mg/L’dir. Kontrol grubundaki en yüksek üretim 3,5. 

saatteki uyarımla 13,66 mg/L olup GST rekombinantı hücreler 5 katı üretim yapmıştır. 
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Şekil 4.14: 0,05 mM IPTG ile farklı uyarım zamanlarının C3G üretimine etkisi. 

 

3,5; 4,5 ve 5,5. saatlerdeki uyarımlar 0,1 mM IPTG ile yapıldığında da en yüksek C3G 

üretim oranı 35,87 mg/L ile 3,5. saatte uyarılan GST rekombinantı hücrelerde elde 

edilmiştir. 4,5 ve 5,5. saatlerdeki uyarımlarda ise 27 mg/L ve 7,47 mg/L ile düşüş 

yaşanmıştır.  
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Şekil 4.15: 0,1 mM IPTG ile farklı uyarım zamanlarının C3G üretimine etkisi. 

  

Sonraki çalışmalarda, IPTG uyarım saati olarak en iyi C3G üretim sonucu elde edilen 

3,5. saat ile devam edilmiştir. 

4.7.5. Farklı IPTG Konsantrasyonlarının C3G Üretimine Etkisi 

Kültür koşulları optimizasyonu için en iyi üretimi yapan %1 ve %2,5’luk inokülasyon 

oranlarında farklı IPTG konsantrasyonlarının C3G üretimine etkisi denenmiştir. 

Bunun için 2 g/L kasaminoasit içeren hacmen %20’lik AMM besiyerine ekilmiştir. 

Ekimden 3,5 saat sonra 1 g/L katekin öncül molekülü eklenip hücrelerin farklı 

konsantrasyonlarda (0,05 mM; 0,1 mM; 0,5 mM ve 1 mM) IPTG ile uyarımları 

yapılmıştır. İnkübasyondan 24 saat sonra kültür örnekleri toplanıp C3G 

konsantrasyonları HPLC analizi ile saptanmıştır. 

%1 inokülasyonda C3G rekombinantı ve GST rekombinantı hücrelerin farklı IPTG 

konsantrasyonlarıyla uyarımları ile üretilen C3G konsantrasyonları Şekil 4.17’da 

verilmiştir. Elde edilen en yüksek C3G konsantrasyonu 0,05 mM IPTG ile uyarımda 

GST transformantlarında 39 mg/L, C3G rekombinantında ise 10 mg/L olmuştur. Artan 

IPTG konsantrasyonları C3G üretiminde azalmaya neden olmuştur. GST rekombinantı 

C3G rekombinantının 4 katı C3G üretmiştir. 
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Şekil 4.16: %1 inokülasyon ve farklı IPTG oranlarının C3G üretimine etkisi. 

 

%2,5 inokülasyonda C3G rekombinantı ve GST rekombinantı hücrelerin farklı IPTG 

konsantrasyonlarıyla uyarımları ile üretilen C3G konsantrastonları Şekil 4.18’de 

verilmiştir. Elde edilen en yüksek C3G konsantrasyonu 0,05 mM IPTG ile uyarımda 

GST transformantlarında 70 mg/L, C3G rekombinantında ise 13,66 mg/L olmuştur. 

GST rekombinantı hücreler, C3G rekombinantının 5 katı C3G üretmiştir. 

 

 

Şekil 4.17: %2,5 inokülasyon ve farklı IPTG oranlarının C3G üretimine etkisi. 

 

0

10

20

30

40

50

0.05 mM IPTG 0.1 mM IPTG 0.5 mM IPTG 1 mM IPTG

C
3

G
 K

o
n

sa
n

tr
as

yo
n

u
(m

g/
L)

IPTG Konsantrasyonu(mM)

Control GtGST

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0.05 mM IPTG 0.1 mM IPTG 0.5 mM IPTG 1 mM IPTG

C
3

G
 K

o
n

sa
n

tr
as

yo
n

u
(m

g/
L)

IPTG Konsantrasyonu (mM)

Control GtGST



61 

 

4.7.6. Farklı Glukoz Konsantrasyonları, Farklı IPTG  

          Konsantrasyonları ve Farklı Örnek Toplama Zamanlarının  

          C3G Üretimine Etkisi 

Bu aşamaya kadar yapılan optimizasyonlar sonucunda en yüksek C3G üretimi GST 

rekombinantları %2,5 inokülasyon oranında aşılandığında elde edilmiştir. 

Kültür koşulları optimizasyonu için %2 ve %4 glukoz içeren AMM besiyerinde, farklı 

IPTG miktarlarında, farklı inkübasyon sürelerindeki siyanidin 3-O-glukozit üretimi 

denenmiştir. Bunun için 2 g/L kasaminoasit içeren hacmen %20’lik AMM medium’a, 

hacmen %2,5’luk gece boyu büyümüş hücre inokülasyonu yapılmıştır. İnokülasyonun 

3,5. saatinde 1 g/L katekin öncül molekülü eklenip 0,05 mM; 0,1 mM; 0,5 mM ve 1 

mM IPTG ile uyarıldıktan 18, 21 ve 24 saat sonra örnekler toplanmıştır. C3G 

konsantrasyonları Şekil 4.19 ve Şekil 4.20’da verilmiştir.  

%2 glukoz içeren AMM besiyerine ekilen C3G rekombinantı ve GST rekombinantı 

hücrelerdeki en yüksek C3G üretimi 0,05 mM IPTG ile uyarılan GST 

rekombinantlarında elde edilmiştir. 18, 21 ve 24. saatte alınan örneklerdeki C3G 

konsantrasyonları 56,28 mg/L, 64,89 mg/L, 70,24 mg/L olarak ölçülmüştür. 

İnkübasyon periyodunun artmasıyla C3G eldesi artmıştır. C3G rekombinantındaki en 

yüksek C3G eldesi 0,1 mM IPTG uyarımıyla 24 saatlik inkübasyonla 17,79 mg/L 

olarak elde edilmiştir. 
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Şekil 4.18: %2 glukoz ve farklı IPTG oranlarının C3G üretimine etkisi. 

 

%4 glukoz içeren AMM besiyerine ekilen C3G rekombinantı ve GST rekombinantı 

hücrelerdeki en yüksek C3G üretimi 0,05 mM IPTG ile uyarılan GST 

rekombinantlarında elde edilmiştir. 24. saatte C3G konsantrasyonu 41,61 mg/L olarak 

ölçülmüştür. C3G rekombinantındaki en yüksek C3G eldesi 0,1 mM IPTG uyarımıyla 

24 saatlik inkübasyonla 14,80 mg/L olarak elde edilmiştir. 
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Şekil 4.19: %4 glukoz ve farklı IPTG oranlarının C3G üretimine etkisi. 

 

%2 ve %4 glukoz içeren AMM besiyerlerinde büyütülen GST rekombinantlarında en 

yüksek C3G eldesi %2 glukoz içeren AMM besiyerinde büyütülen hücrelerin 0,05 mM 

IPTG ile uyarılıp 24 saat inkübasyonunun sonunda örnek alınmasıyla elde ettiği 

saptanmıştır (70,24 mg/L). 

4.7.7. Karbon Kaynağı Olarak Sükrozun C3G Üretimine Etkisi 

Farklı şeker kaynağının C3G üretimine etkisini gözlemlemek için GST rekombinantı 

ve C3G rekombinantı hücreler %2 sükroz veya %4 sükroz içeren AMM besiyerlerinde 

büyütülmüşlerdir. Bunun için hacmen 2 g/L kasaminoasit içeren farklı şeker kaynağına 

sahip AMM besiyerlerine hacmen %2,5’luk hücre inokülasyonu yapılmıştır. Ekimin 

3,5. saatinde 1 g/L katekin öncül molekülü eklenip 0,05 mM IPTG ile uyarılan 

hücrelerden 24 saat sonra örnekler toplanmıştır. %2 ve %4 sükroz içeren 

besiyerlerinde büyütülen C3G rekombinantı hücrelerden alınan örneklerin HPLC 

analizinde C3G tespit edilememiş, GST rekombinantı hücrelerden alınan örneklerde 

ise %2 sükrozda büyüyenlerde 0,12 mg/L, %4 sükrozda büyüyenlerde ise 0,69 mg/L 

C3G elde edilmiştir.  
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5. TARTIŞMA 

Gıda endüstrisinin gelişmesi ve işlenmiş gıdaların artmasıyla gıdaları daha çekici hale 

getiren gıda boyalarının kullanımı artmıştır. Bu gıda boyaları çeşitli pH değerlerine, 

kuruluğa ve tuz oranlarına sahip gıdalarda uzun süreli raf ömürlerine paralel olarak 

bozunmadan kalabilmelidirler. Gıda endüstrisinin ihtiyaçlarına göre öne çıkan yapay 

ve doğal gıda boyalarından yalnızca bir kısmı resmi sağlık otoritelerince onaylanıp 

gıdalarda belirli dozlarda kullanımlarına izin verilmiştir. Kimyasal yollarla üretilen 

yapay gıda renklendiricilerinden yalnızca 11’i Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi 

(EFSA) tarafından onaylanmıştır. (McCann vd., 2007) Southampton çalışması olarak 

da bilinen çalışma sonucunda Avrupa Birliği’nde izinli olan 11 gıda boyasından 6’sı 

olan tartrazin, Quinoline Yellow, Sunset Yellow, Ponceau 4R, Allura Red AC ve 

karmoisin’e “çocuklarda dikkat eksikliği ve hiperaktiviteye neden olabilir.” etiketi ile 

satışa sunulma zorunluluğu getirilmiştir (Lehto vd., 2017). Tez kapsamında üretmeyi 

planladığımız C3G (siyanidin 3-O-glukozit), bitkilerde üretilen kırmızı renkli doğal 

bir pigment olup, günümüzde gıda renklendiricisi olarak Avrupa Birliği’nde 

kullanımına izin verilen yapay kırmızı renklendiriciler ise Ponceau 4R, Eritrosin, 

Allura Red AC ve Karmoisin’dir. Ancak, bu yapay renklendiricilerle alakalı yapılmış 

olan çalışmalardan bazıları tüketicilerin bunları kullanmaya temkinli olmasına neden 

olmuştur. 

Yapay renklendiriciler çeşitli pH ve içerikteki gıdalarda stabil kalabilecek yapıya sahip 

olmaları; üretim yöntemlerinin kolay, hızlı ve dolayısıyla ucuz olmalarına rağmen 

bahsi geçen çalışmalardan dolayı tüketiciler tarafından daha az tercih edilmeye 

başlanmışlardır. Bu da tüketici talepleri doğrultusunda, üreticileri sağlık açısından risk 

içermeyen doğal renklendiricilerini kullanmaya yönlendirmiştir. Kırmızı renkli doğal 

gıda boyaları arasında koşinil, antosiyanin, betalain ve anka sayılabilir (Coultate ve 

Blackburn, 2018). Koşinil ve koşinilden elde edilen karmin Dactylopius coccus 

böceğinden elde edilmektedir. Üretimi maliyetlidir ve böcek kaynaklı olduğu için 

Anka, Monascus cinsine ait küflerin buharda pişirilmiş nişasta içeren yiyecekler 

üzerinde yetiştirilmesiyle elde edilir (Pintea, 2008). Her ne kadar doğal olsa da mantar 

metabolitlerini içereceği ve fungal toksinlerin tüketicide sağlık sorunları oluşturduğu 

bilindiği için genel olarak kabul görmüş bir renklendirici değildir. Doğal gıda boyası 
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olarak bitki kaynaklı olmaları dolayısıyla betalain ve antosiyaninler daha geniş 

kitlelerce tercih edilmektedirler.  

Antosiyaninler, bitkilerde yaygın olarak üretilen ikincil metabolitler olup flavonoid 

sınıfından fenolik bileşiklerdir. Bitkilere kırmızı, mor ve mavi renklerini verir. Son 

zamanlarda antosiyanin içeriği ve sağlığa yararlarından dolayı antosiyanince zengin 

yiyeceklere rağbet artmıştır. Bunun yanı sıra antosiyaninlerin eldesi ve doğal gıda 

boyası olarak kullanım potansiyelleri de bu alandaki araştırmaların artmasına neden 

olmuştur. 

Hem geniş renk paletine sahip olması hem de insan sağlığı açısından güvenilir bir 

doğal gıda renklendiricisi olarak kullanılabilecek antosiyaninlerin artan tüketici 

talepleri karşısında yüksek oranda üretilebilmeleri için kullanılabilecek yöntemler, 

kimyasal sentez, bitkilerden doğrudan ekstraksiyon, bitki hücre süspansiyonlarında 

üretim ve son olarak mikrobiyal konakçılarda üretim şeklinde sıralanabilir.  

Antosiyanin üretimi için henüz ticari düzeyde bir üretim yöntemi geliştirilememiştir. 

Öte yandan doğal gıda renklendiricisi pazarı, 2025 yılında 2,25 milyar dolar iken bu 

oranın 10 yıl içerisinde 3,5 milyar doları aşması beklenmektedir (Natural Food 

Colors Market Size, Growth ve Forecast, 2033, 2025).  Bu nedenlerle, araştırmacılar 

daha yüksek verimde ve kararlı yapıda antosiyanin eldesi için mikroorganizmalarda 

heterolog üretim ile ilgili çalışmalar yapılmaktadır (Espinosa-Leal vd., 2018; Ruta 

ve Farcasanu, 2019). Yapılan çalışmalarda, antosiyanin biyosentez yolağındaki 

enzimler E. coli veya S. cerevisiae gibi prokaryot ve ökaryot organizmalara aktarılıp 

antosiyanin üretiminin arttırılması amaçlanmaktadır. 

Bu amaçla yapılan çalışmada E. coli’de ilk kez antosiyaninleri bir mikroorganizmada 

üreterek antosiyaninlerin mikrobiyal üretimindeki yolu açmışlardır (Yan vd., 2005b).  

2017’de yapılan çalışmada ilk kez glukozdan başlayarak antosiyaninin karmaşık 

mikrobiyal biyosentezini gerçekleştirmişlerdir (Andrew Jones vd., 2017).  

2018’de yapılan bir çalışmada E. coli’de yapılmış olan antosiyanin biyosentez 

çalışmalarını diğer bir prokoryatik mikroorganizma olan Corynebacterium 

glutamicum’da gerçekleştirmişlerdir. Bu çalışmayla, ilk kez ucuz bir flavonoid öncülü 

olan katekinden siyanidin 3-O-glukozitin C. glutamicum’da üretimi 

gerçekleştirilmiştir (Zha vd., 2018). 
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Shrestha ve arkadaşları 2019 yılında yayınlanan çalışmalarında, E. coli BL21 (DE3)’te 

siyanidin 3-O-glukozit üretimini iyileştirmek için çoklu monosistronik ve çok 

değişkenli vektörler tasarlamışlardır. Birden fazla genin bio-brick sistemi kullanılarak 

bir araya getirilerek tek bir vektörde farklı promotörler altında ifade edilmesi 

sağlanmıştır. 36 saatlik inkübasyonun sonunda yaklaşık 439 mg/L C3G üretimi 

sağlanmıştır (Shrestha vd., 2019b). 

Antosiyaninin heterolog üretimi sadece prokoryatik organizmalarda değil aynı 

zamanda ökaryotik organizmalarda da denenmiştir. Eichenberger ve arkadaşları 2018 

yılında yayınladıkları çalışmada Saccharomyces cerevisiae türü mayada 1,55 mg/l 

konsantrasyonda siyanidin 3-O-glukozit, 0,85 mg/l konsantrasyonda pelargonidin 3-

O-glukozit ve 1,86 mg/l konsantrasyonda delfinidin 3-O-glukozit üretilmiştir 

(Eichenberger vd., 2018).  

Antosiyaninlerin mikrobiyal üretimi ile ilgili yapılan ve son 20 yıla yayılan bu 

çalışmalar umut vadedici olsa da ticari düzeyde antosiyanin üretimi, sentetik boyalara 

alternatif olarak kullanılabilmesi için hala istenilen seviyelere ulaşılamamıştır.  

Eichenberger ve arkadaşları 2023 yılında yayınladıkları çalışmada arGST’lerin 

antosiyanin biyosentez yolağında katalitik bir role sahip olduklarını göstermişlerdir.  

Aynı çalışmada ayrıca S. cerevisiae üretim suşlarında arGST’lerin birlikte eksprese 

edilmesiyle kontrole göre siyanidin 3-O-glukozit üretimi 36,5 kata kadar çıkarılmıştır 

(Eichenberger vd., 2023). 

Bu gerekçe ve çalışmalardan yola çıkılarak tez kapsamında E. coli’deki heterolog 

antosiyanin üretimini arttırmak için ilk defa bir GST geni, antosiyanin üreticisi (C3G) 

rekombinantı hücrelere klonlanarak incelenmiştir. Bu amaçla, tez kapsamında Koffas 

Lab (Cress vd., 2017) tarafından katekin öncülünden siyanidin 3-O-glukozit (C3G) 

üretimi için tasarlanan plazmit kullanılmıştır. Japon gentianasının Albireo çeşidinin 

(Gentiana triflora × Gentiana scabra) glutatyon transferaz geninin (GtGST) 

kullanılmasına karar verilmiş ve bu gen sentetik olarak kodon optimize halde 

sentezlenmiş ve pCDM4 plazmitine klonlanmıştır. C3G üretimi için, C3G 

rekombinantı E. coli BL21 (DE3) hücreleri ilgili plazmitlerle transforme edilmiş ve 

AMM besiyerinde çeşitli koşullar denenerek antosiyanin üretimindeki etkisi GST geni 

içermeyen C3G rekombinantı hücrelerle karşılaştırılarak test edilmiştir.  
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Tez kapsamında yapılan çalışmalar, antosiyanin biyosentez yolağına GST geni 

eklenmesinin denenen tüm optimizasyon koşullarında C3G rekombinantına görece, 

antosiyanin üretimini yüksek oranda arttırdığını göstermiştir.  

Optimizasyon için denenen koşullardan biri uyarım saatlerindeki farklılıklardır. Bu 

amaçla büyüme eğrisine göre hücrelerin logaritmik fazda olduğu 3,5; 4,5; ve 5,5 

saatlerinde uyarımlar yapılmıştır. Bu üç saatte de hücreler logaritmik fazda olmalarına 

karşın en yüksek C3G konsantrasyonu 3,5. saatte uyarılan hücrelerden elde edilmiştir. 

Bu sonuç hücrelerin 3,5. saatte logaritmik fazın başında olmalarıyla canlı ve büyüme 

aşamasında olmalarıyla daha yüksek verim elde edilmesi açısından uyumludur. 

Tez kapsamında, kullanılan antosiyanin üretici enzimleri kodlayan antosiyanidin 

sentaz geni (PhANS) ve flavonoid-3-Oglukoziltransferaz geni (At3GT) hücrede 

yüksek kopya sayısı bulunduran pETM6 plazmitinde (Xu vd., 2012b) bulunmaktadır. 

Glutatyon transferaz geni (GtGST) ise hücrede düşük kopya sayılı pCDM4 plazmitine 

(Xu vd., 2012c) klonlanmıştır. Optimizasyon için denenen koşullardan bir diğeri de 

farklı miktarlarda IPTG ile uyarımlardır. Bu IPTG miktarları 0,05 mM; 0,1 mM; 0,5 

mM ve 1 mM’dır. IPTG konsantrasyonunun artışı sırasında çok kopya sayılı plazmitin 

yüksek oranda eksprese olması metabolik yükü artırabileceği için hücre strese girebilir 

ve hücre ölümü yaşanıp üretim azalabilir (Gomes vd., 2020). Tez kapsamında yapılan 

deneyin bulguları da bu bağlamda beklenen sonucu vermiştir. En yüksek oranda (70,2 

mg/L) C3G eldesi 0,05 mM IPTG ile uyarılan hücrelerde olmuşken IPTG miktarı 

arttıkça C3G eldesi (17,1 mg/L) azalmıştır. Buna rağmen Koffas Lab (Cress vd., 2017) 

tarafından katekin öncülünden siyanidin 3-O-glukozit (C3G) üretimi için plazmitin 

tasarlandığı çalışmada tüm denemeler 1 mM IPTG ile yapılmıştır (Cress vd., 2017).  

Optimizasyon için denenen koşullardan bir diğeri de kültür periyodunun farklı 

zamanlarında C3G veriminin belirlenmesi için örnek toplamadır. Bu amaçla hücrelerin 

uyarımından 18, 21 ve 24 saat örnekler toplanmıştır. Bu örneklerdeki en yüksek C3G 

eldesi GST rekombinantlarının uyarımından 24 saat sonra alınan örneklerde olmuştur. 

0,05 mM IPTG ile uyarımda 18, 21 ve 24 saatlerde alınan örneklerde kontrol grubunda 

sırasıyla 12,5 mg/L, 14 mg/L, 13,6 mg/L; GST rekombinantlarında sırasıyla 56,3 

mg/L, 64,9 mg/L, 70,2 mg/L C3G elde edilmiştir. GST rekombinantlarının, C3G 

rekombinantına göre zaman içerisindeki üretim farkı, GST geninin düşük kopya sayılı 

pCDM4 plazmitinde olmasından ve düşük kopya sayılı olduğu için enzim birikiminin 

zamanla olacak olmasından kaynaklanabilir. Bu koşullar için zaman içerisinde üretilen 
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C3G’nin birikeceği ama ortam koşullarına göre antosiyaninlerin en stabil hallerinin 

asidik ortamda olduğu için (Heredia vd., 1998) bir kısmının da yıkılacağı göz önünde 

bulundurulmalıdır. Koffas Lab (Cress vd., 2017) tarafından katekin öncülünden 

siyanidin 3-O-glukozit (C3G) üretimi için plazmitin tasarlandığı çalışmada örnekler 

18-22 saatte toplanmıştır (Cress vd., 2017). 

Tez kapsamında yapılan çalışmalarda, karbon kaynağı olarak öncelikle glukoz 

kullanılmıştır. Farklı oranlarda (%2 veya %4) glukoz içeren AMM besiyerinde 

büyütülen hücreler (0,05 mM) IPTG ile uyarılarak, uyarımlarından 24 saat sonra C3G 

analizi için toplanmıştır. %2 ve %4 glukozda büyüyen hücrelerden sırasıyla 70,2 mg/L 

ve 41,6 mg/L C3G elde edilmiştir. Bu koşullarda daha fazla karbon kaynağı ile daha 

çok ürün eldesi beklense de katabolit baskılanma nedeniyle %2 glukozda daha çok 

C3G eldesi mümkün olmuştur (Is T7 expression subject to catabolite repression in 

BL21(DE3) and derivative strains? | NEB, 2025). 

Tez kapsamında, C3G üreticisi E. coli hücrelerinin büyütülmesi ve antosiyanin 

üretimindeki etkisinin belirlenmesi için kullanılan diğer bir karbon kaynağı da 

sükrozdur. Sükroz, bir glukoz molekülü ve bir fruktoz molekülünün bir araya 

gelmesiyle oluşan bir disakkarittir. Sadece bitkiler tarafından üretilir. Şeker 

kamışından rafine edilmesi ucuz olduğu için endüstriyel mikrobiyal üretim açısından 

tercih edilen bir hammaddedir (Bruschi vd., 2014; Renouf vd., 2008). Optimizasyon 

için denenen koşullardan bir diğeri %2 ve %4 sükroza sahip AMM besiyerlerinde C3G 

eldesidir. C3G rekombinantında HPLC analizinde C3G tespit edilememiş, GST 

rekombinantlarında ise 0,12 mg/L ve 0,69 mg/L gibi düşük konsantrasyonlarda C3G 

tespit edilmiştir. Bu durum, E. coli BL21 (DE3) hücrelerinin sükroz içeren besiyerinde 

glukoza kıyasla çok daha yavaş büyümeleriyle örtüşmektedir (Sovic vd., 2024). E. coli 

BL21 DE3 hücreleri sükroz metabolizmasına sahip olmadığı için sükrozu metabolize 

etmesi için metabolizma mühendisliğine ihtiyaç duyulmaktadır. Bir çalışmada E. coli 

W suşundan cscAKB operonunu taşıyan p15aCSCx plazmitinin E. coli BL21 DE3 

suşuna aktarılmasıyla sükroz metabolizması yapabilir hale gelmiştir (Bruschi vd., 

2014). 

Tez çalışması kapsamında, GST geninin antosiyanin biyosentez verimini arttırma 

üzerindeki etkisinin belirlenebilmesi için farklı besiyeri ve kültür koşulları 

denenmiştir. Yapılan optimizasyon denemeleri sonucundaki en ideal koşullarda (%2 

glukoz, 2 g/L kazamino asit, %2,5 inokülasyon, 0,05 mM IPTG, 3,5. sa uyarım, 1 g/L 
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katekin, 24 sa inkübasyon) GST transformantında 70 mg/L, kontrol grubunda ise 13,66 

mg/L siyanidin 3-O-glukozit üretilmiştir. Yapılan denemeler, GST rekombinantı 

hücrelerin kontrol grubu yani GST genini içermeyen hücrelere göre 5 kat daha fazla 

antosiyanin ürettiğini göstermiştir. 

Eichenberger ve arkadaşları (2023) yaptıkları çalışmada, S. cerevisiae’de farklı 

arGST’ler kullanarak C3G üretimini 36,5 kata kadar artış sağlamışlardır 

(Eichenberger vd., 2023). Tez kapsamında kullanılan GtGST bu çalışmada 

kullanılmamasına ve farklı enzimlerle bir sistem kurulmasına karşın prokaryot ve 

ökaryotlardaki hücresel farklılıkların C3G eldesindeki farklılıklara neden olabileceği 

söylenebilir. Bitkilerde antosiyanin sentezinin endoplazmik retikulumun yüzeyinde 

metabolon denen membran ilişkili enzim kompleksleriyle gerçekleştiği 

düşünülmektedir (Nakayama vd., 2019). S. cerevisiae bitkilerde antosiyaninlerin 

depolandığı yerler olan vakuollere benzer organellere sahiptir. Ayrıca prokaryotlarda 

translasyon sonrası modifikasyonlar gerçekleşmezken ökaryotlar bu modifikasyonları 

yapabildikleri için bitki enzimlerini daha etkili bir şekilde kullanabilirler (Kim vd., 

2011; Zhou vd., 2024b). GST geninin tez kapsamında görülen etkisinin, S. 

cerevisiae’deki kadar yüksek olmamasının nedeni bu şekilde açıklanabilir. 

Tez kapsamında yapılan bu çalışmayla GST enzimi heterolog antosiyanin üretimi için 

ilk defa E. coli’de kullanılarak C3G üretimini C3G rekombinantına göre yaklaşık 5 

kata (70 mg/L) çıkarmıştır. Bu çalışma, mikrobiyal hücre fabrikası olarak E. coli’de 

antosiyanin biyosentezinde GST genlerinin de kullanılabileceğini göstermesi 

açısından önemlidir. 

Sonuç: 

Antosiyaninlerin sağlık açısından güvenilir bir gıda renklendiricisi olarak sentetik 

renklendiricilere alternatif olarak kullanılabilmeleri, bu pigmentlerin endüstriyel 

düzeyde üretilebilmeleri ile mümkündür. Bitkilerden doğrudan eldesi, bitki hücre 

süspansiyonu ve kimyasal üretim gibi üretim yöntemleri, çeşitli nedenlerle endüstri 

boyutu için kısıtlamalara sahiptir. Öte yandan, daha hızlı ve düşük maliyetle 

üretilebilmeleri için genetik ve metabolizma mühendisliği yoluyla geliştirilecek 

mikrobiyal konakçılarda bu pigmentlerin üretilmeleri ile ilgili yapılan akademik 

çalışmalar hızla ilerlemekte ve umut vaat etmektedir. Antosiyaninle ilişkili glutatyon 

transferazların (ArGST) bitkilerde antosiyanin biyosentezi ve taşınması sırasındaki 



70 

 

bilinen işlevlerinin yanı sıra mayada bu GST genlerinin heterolog antosiyanin 

üretiminde de farklı katalitik işlevleri olduğu kanıtlanmıştır. Bu nedenle, tez 

kapsamında E. coli’deki antosiyanin biyosentezini arttırmak için ilk defa antosiyaninle 

ilişkili glutatyon transferazın antosiyanin üretimi üzerindeki etkisi denenmiştir. Bunun 

için heterolog antosiyanin üretimindeki etkisinin belirlenmesi için, Japon 

gentianasının Albireo çeşidinin (Gentiana triflora × Gentiana scabra) glutatyon 

transferaz geni (GtGST), pCDM4 plazmitine klonlanarak C3G rekombinantı hücrelere 

transforme edilmiştir. Yaptığımız çalışmada, GST rekombinantı hücreler (GtGST 

içeren), C3G rekombinantı hücrelere görece 5 kat daha fazla siyanidin 3-O-glukozit 

üretmişlerdir. Antosiyaninin heterolog üretimindeki bu yeni yaklaşım, antosiyanin 

biyosentezinin endüstriyel boyuta geçmesi için umut vaat etmektedir. 
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