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OZET

Bu calismanin 6ncelikli amaci, gesitli sus bitkilerinden flavonoid 3’-hidroksilaz (F3’H)
ve flavonoid 3’5’-hidroksilaz (F3’5’H) enzimlerini izole etmek ve onlari, pYes2.1 vektor(
yardimiyla tamamlayict DNA (cDNA)’larin1 olusturmak ve onlari maya iginde hetorolojik
olarak ifade etmekti.

Cesitli sts bitki kaltarlerinin yaprak kismindaki mRNA’lar, (IMACS mRNA izolasyon
kiti kullanilarak izole edilmislerdir. Ters transkripsiyon, SuperScript Il ters transkriptaz ve
oligo(-dT) oncu primer kullanilarak gerceklestirildi. RT-PCR icin, primerler bitkilerin
mevcut olan F3’H gen dizilerinden, henlz terctimeleri yapilmamis 5’ ve 3’ bdlgeleri icin
satin alindi. Cesitli F3’H genler, bircok primerler kullanilarak test edildi ve ¢ogaltma icin
ileri ve ters olmak Uzere uygun diziler secildi. Cogaltma Uretici tarafindan belirtilen uygun
kosullarda, Tag/Pwo-polimeraz kullanilarak yapildi.

Enzim ifadeleri heterolojik olarak gerceklestirilen F3’H ve F3’5’H enzimlerinin
naringenin (flavonon), kaemferol (flavonol), dihidrokaemferol (dihidroflavonol) ve apigenin
(flavon) olmak Uzere 4 farkli flavonoid tlrl ve bir adet fizyolojik 6nem tasiyan
isolikuiritigenin (ISL) adl:i kalkon ile reaksiyona sokarak substrat sipesifiteleri belirlendi.
Ayrnica, bu substratlarin cesitli bitkilerden klonlanan F3’H ve F3’5°H enzimleri igin
optimum pH’lar1 bulundu. Bu optimim pH’larin incelenmesiyle apigeninin diger substratlara
gore daha bazik ortam1 sevdigi bulundu.

Enzimlerin substrat ilgileri bulunduktan sonra, gen dizi karsilastirmalar: gerceklestirildi.
Bilindigi gibi aktif bolgede bulunan sadece 1 amino asit degisikligi bile enzimin aktivitesini
degistirebilmektedir. Gen dizi karsilastiriimasiyla bulunan benzer ve farkhiliklar
belirlenerek, aktivitenin gen dizisinin aktif bdlgesinde hangi amino asitten kaynaklandigi
bulundu. Ger. Hyb. (8) enzimin apigeninle reaksiyon vermemesinin ve bazi enzimlerin ISL

ile reaksiyon vermelerinin nedenleri gen dizi karsilastiriimasiyla bulundu.

Anahtar Kelimeler: Flavonoid 3’-hidroksilaz, Flavonoid 3’5’-hidroksilaz, RT-PCR
Tag/Pwo-polimeraz, Oligo(-dT), SuperScript 1l ters
transkriptaz, Transkripsiyon.
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SUMMARY

Cloning and Characterization of Flavonoid 3’-Hydroxylase ve Flavonoid 3°5’-
Hydroxylase from Ornemantal Plants and Studies on Their Substrate Specifities

The primary aim of this work is to isolate flavonoid 3’-hydroxylase (F3’H) and
flavonoid 3’5’-hydroxylase (F3’5’H) and to compose cDNA of them with the aid of pYes2.1
vector and ultimately to express them in yeast heterogeneously.

The mRNAs which are found at the leaf part of cultures from various ornemantal
plants were isolated by means of uUMACS mRNA Kit. Inverse transcription was actualized
using Supersript Il inverse transcriptase and oligo(-dT) primer. Primers that are present in
plants from F3’H gene sequences for 5 and 3’ zones in RT-PCR were composed. Distinct
F3’H genes were tested using numbers of primers and convenient sequences as a reverse and
inverse, selected for amplification. Amplification was carried out using Tag/Pwo-polimerase
under right convenient conditions that were described by producer firm.

These enzymes which were expressed heterogeously were tested with four different
flavonoids pertaining to each various class as naringenin (flavonone), kaempferol (flavonol),
dihydrokaempferol (dihydroflavonol), apigenin (flavone) and physiological chalcone named
isoliquiritigenin and substrate specifities of them were found. Subsequently, optimum pHs
for these enzmes with same substrates were determined, and substrates specifities were
determined. According to outcomes of opt. pH determinations, It was defined that apigenin
is basic-lover substrate.

After having reached substrate affinities, gene sequences of enzymes were compared
with each others. As it is known, one amino acid can bring out changes in enzyme activity.
By comparing gene sequences, similarities and differences were determined and the amino
acid responsible for enzyme activity in gene sequence has been found. Reason of inactivity
of Ger. hyb. (8) enzyme was determined with comparing gene sequences. It was also

determined th reason of why the some enzymes that reacted with ISL with same tecnique.

Keywords: Flavonoid 3’-hydroxylase, Flavonoid 3’5’-hydroxylase, RT-PCR,
Tag/Pwo-polymerase, Oligo(-dT), SuperScript Il reverse transcriptase,
Transcription.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Flavonoidler

Genel yap itibari ile C6-C3-C6 yap1 bigiminde gosterilmekte olan flavonoidler, C15
karbon yapisinda distik molekdl agirhikli polifenolik maddelerdir. Flavonoidler insan
diyetinin 6nemli bir kismini olusturan meyvelerde, sebzelerde, kabuklu yiyeceklerde,
tohumlarda, cayda, viskide yuksek miktarlarda bulunmaktadir. Bittin vaskuler bitkilerde
bulunan flavonoidler, ikincil metabolitler grubuna dahil edilmislerdir. iki benzen halkas: ve
ortada Uclincu bir aromatik halkayla olusmus olan bu birlesikler canlilarda gosterdikleri
bircok fizyolojik 6zellikleri ile 6n plandadirlar. Asagidaki genel flavan yapisindan (Sekil 1)
gorulecegi gibi A, B ve C harfleriyle gosterilen halkali yapilardan meydana gelen
flavonoidlerin sayisi, Harborne’nun “The Handbook of Flavonoids” adh kitabinda,

6400’ 0n Uzerinde belgelenmistir (Halborne ve Baxter, 1999).

Sekil 1. Genel flavan yapisi

Grup siiflandiriimasi C halkasi Uzerinde olan yap: degisiklikleri ile ortaya ¢ikmaktadir
(Sekil 2). Farkli flavonoidler ana yap1 Uzerinde meydana gelen glikozilasyon,
hidrogenasyon, malonilasyon, metilasyon ve silfatasyon gibi yer degistirme reaksiyonlar
ile olusturulmaktadir. Genel olarak, flavonoidler shikimat yoluyla meydana gelen p-
koumaroyil-CoA ile sitrik asit gevriminden meydana gelen malonil-CoA’nin birlesmesi ile
olusan kalkon yapisinin kalkon izomerasyon enzimi ile izomerlesmesinden meydana gelir.
Flavonoidler hiicre sitoplazmasinda endoplazmik retikulum ile bagli olarak sentezlenirler

ve daha sonra bu memran yoluyla tagmirlar. Onceleri, bitki rengi kimyasinda, hiicre vakuol



sulu ¢evresinde flavonoid pigmentlerinin bir birbiriyle karismis halde bulunduklar: tahmin
ediliyordu. Fakat hticresel seviyede yapilan ¢alismalar ile flavonoid pigment gesitlerinin,
tac yaprak htcrelerinde secici olarak 06zel bdlmelerde bulunduklarini gosterilmistir.
Flavonidler bitkilerde, sekersiz formu “aglikon” ve seker eklenmis formu “glikozit” olmak
uzere iki farkli halde bulunmaktadirlar. Genellikle katesin disinda flavonoidler aglikon
yapisinda olmazlar, aksine bitkilerde glikozit turevleri seklinde bulunmaktadirlar.
Flavonoidlerin adlandiriimasinda; glikozit turevleri halinde bulunan flavonoidlere “in” ya
da “idin” eklenirken, aglikon halinde bulunanlara da “etin” eklenmektedir.

Bagirsaklardan flavonoid glikozitlerinin absorbsiyonlarini belirleyen en énemli faktor
seker kismidir. Hollman ve arkadaslar: tarafindan yapilan caligmalara gore sogandan elde
edilen kuersetin glikozitlerinin (52%), saf agilikonlara (24%) gére daha etkin bir oranda

emildiklerini ortaya koymaktadir (Hollman ve Katan, 1997; Hollman vd, 1999).
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1.1.1. Flavonoidlerin Fizyolojik Ozellikleri

Mantarlarda da gorilen, buatin yiksek bitkilerde bulunan flavonoidler, heterojenik
ikincil metabolitlerin en genis ve en bol olan gruplarindan biridir. Flavonoidler, genellikle
epidermal hucrelerin vakuollerinde suda ¢ozlnebilen glikozit formda bulunmakla birlikte,
epikutikular mum yapragmin tst kisminda da glikozitsiz formda da bulunabilmektedirler.
Bu kisimdaki flavonoidler o-metillenmis haliyle olup, suda ¢6zindr haldedirler. Bu o-
metillenmis formunun bitkiyi uv 1s1gindan korumasinda etkin rol oynadig: bilinmektedir.
Yesil bitkilerde yayginca bulunan flavonoidler, uv 1s1gina maruz birakildiklarinda parlak
renkleri emerler. Ilk yillarda, gereksiz besin maddeleri olarak distnulirken, daha sonra
yapilan arastirmalarla flavonoidlerin antioksidan, anti-alerjik, anti-inflamasyon, antiviral,
antiproliferatif ve anti kanserojen etkilere sahip olduklari kanitlanmistir. Flavonoidlerin
ayrica bitkinin, bocek ve patojenlerden korunmasinda, polenlerde, nektar rehberlerinde,
hormon regilasyonunda ve uv 1sigindan korunmasi gibi bircok fizyolojik olayda da rol
oynadiklari ispatlanmistir.  Flavonoidler bilim adamlarn tarafindan taksonomik
smiflandirma igin de kullanilmaktadirlar. Flavonoidlerin biyolojik aktiviteleri, onlarin
metabolitlerinin kimyasal yapisina ve molekilerdeki cesitli yakin yonelmelerine baglidir.
Flavonoidler sahip olduklar1 biyolojik 6zelliklerden dolayi, biyoflavonoidler olarak ta
isimlendirilmektedirler. Yakin tarihlerde yapilan calismalarda zengin flavonoid diyetlerinin
kalp hastaliklarinin azalmasinda rol oynadigi yoniinde bulgular mevcuttur.

Super oksitler, viicuda giren yabanci hiuicre ve viruslerin isgaline karst savunmak
amaciyla uretilirler. Bu reaksiyon istenilebilir bir reaksiyon olup, fakat fazla stperoksit
anyonu vicuttan biran ©nce uzaklastirilmas: gerekmektedir. Clnkid bu maddeler
memranlarda bulunan ve gerekli olan doymamis yag asitlerine ve enzimlerin aktif
bolgesinde bulunan sdlfhidril gruplarina zarar verebilmektedirler. Flavonoidlerin
memranda bulunan doymamis yag asitlerini askorbat gibi koruma kabiliyetine sahip
olduklari icin, onlarin yiikseltgenme ve indirme potansiyelleri tahmin edilmis olup (Zloch
ve Ginter, 1979: Zloch ve Sidlova, 1977; Bors vd, 1997) flavonoidlerin, distk yogunluklu
lipoproteinlerin (LDL) tzerinde antioksidan gibi rol oynayarak bu proteinleri hasarlardan
koruduklar: lipid-peroksidasyon deneyi ile kanitlanmistir. Zengin flavonoid icerikli
besinlerin tuketilmesinin protein karbonilasyon, fosfatidil kolin, hidroperoksit seviyesini
dustrdugt ve plazmanin oksitlenmesini ve strese karsit korudugu ispatlanmistir. Bir diger

calisma, bir izoflavonoid olan genisteinin, &strojenik aktivite gosterdigini ortaya



koymaktadir. Flavonoidler ayrica dogum kontroli etkisine sahiptirler (Jain vd, 1993; Singh
vd, 1992). Bir arastirmaya gore, rahimde bulunan dollenmis fare yumurtasinin
asilanmasinda, flavonoidlerin inhibisyon etki gdstermektedir (Singh vd, 1992). Bazi
flavonoidler, spermde mevcut olup, oosit icine spermatosit girisini kolaylastirdig
bulunmus (Li vd, 1997) ve hiyaluronidazida inhibe ettigi ispatlanmistir. Buna 0rnek olarak;
ortacag doneminde koylerdeki popilasyonu kontrol altina almak igin benzer flavonoidler
var olabilecegidir. Flavonoidler bas agris1 gibi gecici alerjik cevaplar disinda norolojik yan
etkileri olmadigi icin, bu bilesiklerin dogum kontroli icin uygun olup olmayacag:
arastirilabilir.

Cicek renginin flavonoidler, karitenoidler ve betalaninler ve bazi diger pigmentlerden
dolay1 cicek olustugu bilinmektedir (Tanaka vd, 2005). Flavonoidler bu renk olusumunun
en Onemli bilesenleridir. Her bitki kendine has flavonoidleri biriktirir ve bu yizden
kendine has sinirli bir renk araligi gosterir. Flavonoid tirt olan antosiyanidinlerin, bitki
renginde 6nemli rol oynadiklari; delhinidin ve turevlerinin mavi ciceklerde bulundugu ve
malvidinin ve tdrevlerinin ise c¢icegin pembemsi renklerinden sorumlu olduklar
bilinmektedir. Kirmizi ve kirmizims: flavonoidlerin birikmesinin bitki stresinin bir isareti
oldugu yapilan arastirmalarla ispatlanmistir. pH degerindeki azalma, karsit renklerin
olusmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle yapilan bir ¢calismada, fuchsia bitkisinin geng
mavi ta¢ yapraklarindaki renk, pH degerinin 4.8’den 4.2’ye dustrtlmesi ile pembe renge
dondstlgl gozlenmistir (Yazaki, 1976).

Baz1 flavonoidlerin, bagisiklik sistemini ve anti-inflamasyon hicrelerini énemli
miktarda etkiledigi, immin cevapta inflamasyon ilerlemesini ve enzim sistemini dogrudan
etkiledigi bilinmektedir. Flavonoidlerin ¢arpinti Uzerinde Onleyici etkisi yapilan
arastirmalarla belirlenmistir (Michelle vd, 2007). Bununla ilintili olarak cay Uzerinde
yapilan bir ¢alismada, yesil cayin siyah ¢caya nazaran ¢arpinti izerinde daha koruyucu bir
etkiye sahip oldugu bulunmus olup, nedeni yesil cayin siyah caya nazaran daha fazla
flavonoid icermesine baglanmistir. Ulkelere gore tilketilen cayin miktarina bagli olarak,

carpintt miktarlari Tablo 1’den goérinebilir.



Tablo 1. Ulkelere gore tiiketilen cay ile carpint: arasindaki iliski

Ulke | C.sekli| 1.sayist Cay tlk. miktar1 ve sev. Sonuglar: RR ya da OR (%95 CI)

Japonya Ka. 5190K. Gunliik igmeyenlere kars1 > 5 fincan ¢cay  Yesil cay icmeyenlere karsi 5.51
tiketenler misli carpintt

Cin Bo6. 14212 E.& K. Cay tlketimine kars: cay tiketilmemesi OR=0,60 (0,42-0,85)* ; OR=0,56

Tuketim: ayhk igmeyenlere kars1 >150g  (0,36-0,89)* ; OR=0,35¢
cay tilketimi: icmeyenlere kars: yesil cay  (0,18-0,72)* ;

Icenler: icmeyenlere kars: siyah OR= 0,24 (0,06-1,01)
cay icenler
Hollanda Ka. 512E. Ginliik < 2.6 fincan icenlere kars1 > 4.7  RR=0,31 (0,12-0,84)*

fincan cay tuketimi (cogunlugu siyah cay)

AB.D Ka. 17228 E.& K. icmeyenlere kars: > 4 fincan cay tiiketimi RR=0,83 (0,57-1,2); RR= 0,67
15 yas Ustll cay icmeye devam edenler (0,44-1,02)

Finlandiya Ka. 26593 E.& K. Gunde <1 fincan cay tiketenlere karsi,  Beyinsel infaktiis RR=0,9
>1 cay tuketimi (gunlik). (0,74-1,09)
(cay cinsi belli degil) Subaraknoid kanama RR=0,71
(0,38-1,35) Beyinde infaktiis
kanamas: RR=0,98
(0,58-1,65)

Avustralya Bé. 331 D.& 331 Ko. Cay icmeyenlere karsi cay igenler Beyinde kanama OR=1,35
Cay cinsi belirtilmemis (0,93- 1,96)

*|statiksel olarak 6nemli bulgular; E.; Erkek, K.; Kadin, Ko.; Kontrol, Ka., Kalabalik, B6., Bélgesel
D., Deney, i., insan, C, Calisma, Tiik., Tiiketim, Sev., Seviyesi

Propolis basta olmak (zere, ar1 Grtinlerinin insan Uzerinde ila¢ olarak kullaniimasi
insanlik tarihi kadar eskidir (Petersen, 1977). Yapilan arastirmalarda, propolis ve benzeri
art Urdnlerinin yuksek miktarda flavonoid igerdikleri belirlenmistir. Tipik bir propolis
ornegi 6nemli miktarlarda, yaklasik 25 farkli flavonoid icermektedir. Bu yuzden, propolis
0z0tli, genelde flavonoid ile iligskili olan biyokimyasal 0zelliklerin  ¢ogunu
barindirmaktadir. Antioksidan, radikal temizlenmesi gibi etkiler bu yararl: etkiler arasinda
sayilabilir.

Flavonoidlerin bir diger carpici 6zelligi ise, onlarin floresans 6zelligine sahip
olmalaridir. Fizyolojik olarak kullanilan bu 6zelligin kanitlanmasi hendiz yapilamamistir.
Fakat inanilabilir bir fonksiyon olarak, 1sik hassasiyet geniyle ilgili olan pigmentleri aktif
etmek igin, floresans 6zelligi ile kiiglk bir miktar enerji yayabilmeleridir.

Flavonoidlerin saglik agisindan 6nemli toksik ozellikleri olmamakla birlikte yapilan

calismalarda bazi flavonoidlerin viicutta fazla miktarda bulunmasmin bazi hasarlara yol



acabildikleri gorulmustir. Yapilan bir calismada yaptigi ¢calismalarda, yiksek kuersetin’in
kanitlanan mutagenik aktivitesi zamanla tumoér olusumuna yol acabilecegi incelemelerle
bulunmustur. Kuersetinin topoizomerazlar 11 (Duthie ve Dabson, 1999) ve IV (Bernard vd,
1997)’U inhibe ettigi biliniyor olup, flavonoidlerin DNA Uzerindeki etkileri gosterilmistir.
Bu topoizomeraz enzimler, DNA zincirinden ayrilmasi ile DNA’nin superheliks formunda
ek donmelere neden olurlar ve bazi DNA zincirlerini acarlar. Daha sonra tekrar DNA’ya
baglanirlar. Bu son asamada yani tekrar baglanma asamasinda bir flavonoid olan kuersetin
ile yarismali olarak inhibe edilirler. Bunun sonucu olarak ta DNA’daki kollar acilir ve
genetik bilginin kaybolmasina sebep olur. Flavonoidlerin genel olarak gidalarin toksik
olmayan bilesenleri gibi dustnilmesine ragmen, baz: ilaglarin farmakolojik potansiyelini
onemli miktarda etkileyebilirler. Flavonoid aglikonlarmin sudaki dustk ¢ozinarlikleri ve
bagirsaklarda flavonoidlerin kisa kalma sirelerinden dolay: flavonoidlerin tiketilmesinin
akut toksik etkilerinden dolayr insanlara aci (birkag alerjik etkiler disinda)
verebilmektedirler (Petersen, 1977). Bununla ilintili olarak yapilan bir ¢calismada, 6zellikle
bobrek hastalarinin, kan dolasimimi artiran ilaglarin aliminda bu olay goézlemlenmistir.
Yiyecekleri ile birlikte greyfrut tiiketen hastalarin bazilarinda flavonoidlerin, ilaglarin
potansiyelini artirip hastalara aci verdikleri gbzlemlenmistir.

Flavonoidlerin bitki fizyolojisine bir diger etkisi, fotofosforilasyon sirasinda enerji
transferinin kuersetin tarafindan inhibe edilmesidir (Mukohata, 1978). Baz1 flavonoidlerin,
ksantin ve hipoksantin’in Urik aside yikseltgenmesini saglayan ksantin oksidaz enzimini
inhibe ettigi go6zlemlenmistir. Apigenin ve kuersetin gibi bazi basit flavonoidlerin anti-
inflamasyon etki gosterdikleri ve 0zellikle 0,01-100 mg/ml konsantrasyon araliginda
fibroblast blyimesini 6nemli miktarda inhibe ettigi gosterilmistir (Cantley ve Hammes,
1976).

Buittn yesil bitki hicreleri, flavonoid sentezleyebilme yetenegine sahip olup, insanlarin
%3-5 arasindaki oraninin bu maddelere karsi alerjik oldugu bulunmustur. Flavonoidler
zayif antijenler olup, flavonoidlere kars: antikorlar insan viicudunda bulunmaktadir. Besin
bilimcilere gore, gunlik flavonoid alim miktar: yaklasik olarak ginlik 1-2 g arasindadir .

Bircok yapi-aktivite incelemelerinde, flavonoidlerin mitokondriyal solunumda anahtar
enzimleri inhibe etme yeteneginin oldugu tespit edilmistir. Flavonoidlerin C2-C3 cifte
bagmin, C4 keto grubunun ve 3°,4’,5” trihidroksi B-halkasinin, NADPH oxidaz’1 inhibe
ettigi gozlenmistir. Flavonoidlerin bitki biylmesindeki etkisi biliniyor olup auksin hareketi

ile kismi olarak baglanmaktadir. Flavonoidler, auksin asetik asidin ekzositozunu inhibe



ederek, gen ifadesini ayarlar. Flavonidlerin bircok bakteri soyunu 6ldurdigi ya da inhibe
ettigi, ters transkriptaz, proteaz gibi 6nemli enzimleri inhibe ettigi ve bazi patojenik
protozoanlart yok ettigi bilinmektedir. Flavonoidlerin yesil bitkilerde bulunmalar
(6zellikle plastid iceren hicrelerde), onlarin fotosentezde rol oynadiklari dustincesini
dogurmussa da, simdiye kadar yapilan arastirmalarda flavonoidlerin direk olarak
fotosentezde rol aldiklarina dair herhangi bir kanita varilamamistir. Flavonoidler 15181
enerji kaynagi olarak degil gen regilasyonu icin kullandiklar: bilinmektedir ve bu 6zellik
flavonoidlerle fotosentez arasindaki bir iliski olmadigin1 gostermektedir.

Flavonoidlerin bir diger 6zelligi onlarin boceklerin, kuslarin ilgisini ¢cekerek tohumlarin
yayilmasina firsat vermesidir. Flavonoidler, protein translasyonunun diizenlenmesinde ve
gen ifadesinin ayarlamasinda rol alan protein fosfatazlarinin aktivitesini etkiledigi biliniyor
olup, onlarin ana etkilerinin, makrofajlar1 uyarmak oldugu soylenebilir.

Hidrolazlar, oksijenazlar, aminoasit oksidazlar, fosfatazlar, protein fosfokinazlar, DNA
sentetazlar, RNA polimerazlar, oksidorediiktazlar ve amino asit oksidazlar gibi bazi
enzimler, flavonoidler tarafindan inhibe edilirler. inhibisyon bazi durumlarda yarismal
olabilmektedir. Fakat daha siklikla allosteriktir. Flavonoidler ayrica bitki ve hayvanlarda
hormon olarak rol almaktadirlar (Sonen ve Pohl, 1980; Sonen vd, 1980; Baker, 1988).
Flavonoidler ayrica, fosfodiesteraz (PDE) tarafindan cAMP’nin hidrolizini inhibe
edebilmektedirler (Pene vd, 1988; Bradley ve Cazort, 1970; Conti ve Setnikar, 1975;
Herbst, 1970; Saponara ve Bosisio, 1988).

Flavonoidler azot fikse edici Dbitkilerin metabolizmalarinda 6nemli bir rol
oynamaktadirlar. Cunka onlarin koklerinin nodilasyonlarina sebep olabilmektedirler. Bu
noduller diazot fikse edici bakterikler icermekte olup flavonoidlerin ana etkisinin,
nodullerde, hicreler tarafindan ihtiya¢ duyulan gen ifade edilmis proteinlerin olusumunu
saglamalaridir. Ayrica antioksidan olduklari icin, dioksijen eliminasyonuna istirakleri
uygundur.

Hirosima Uyama tarafindan yapilan bir arastirmada, flavonoidlerin, 6zellikle de
katesinin asit-katalizi ile polimerlestirilebildigi gézlenmistir. Polimerlesmis flavonoidler de
dogal olarak sahip oldugu yuksek sayida hidroksil grubu nedeniyle, monomerlerinden daha
fazla antioksidan Ozellik gosterecektir. Bu 6zellik hastalar i¢in ila¢ yapiminda etkin olarak
kullanilabilir.



1.1.2. Flavonoidlerin Biyosentezi

p-Koumaroyil-Coa ile malonil-Coa’nin birlesimi ile olusan 2’,4,4°,6” tetrahidroksi
kalkonun (naringenin kalkonu) kalkon izomeraz (CHI) enzimi yardimiyla B halkasinin
kapanarak bir flavanon olan naringenin’e dontsimu ile dnci flavonoid sentezlenmis olur.
Flavonoid biyosentezinin temeli, bir gerekli aminoasit ve shikimat yolunun son driind olan
fenilalanin’e baglidir. Flavonoidlerin sentezi organik ve enzimatik olmak Uzere iki degisik
yontemle gerceklestirilir. Daha onceleri kalkonlar da bu grubun igine dahil edilmis olup,
son ceyrek yuzyilda flavonoidler konusunda olan bilimsel ilerlemeler onlarin farkli bir
smifta degerlendirilmelerini saglamistir. Flavonoid biyosentezindeki enzimler, genellikle
baslangic maddelerinin sentezinde rol oynayan ve ana flavonoid metobolizmasinda rol alan

enzimler olarak iki grupta incelenecektir.

1.1.2.1. Flavonoid Onci Sentezler

1.1.2.1.1. Asetil CoA Karboksilaz (ACC)

Kalkon sentaz enziminin iki substratindan biri olan malonil-CoA, asetil-CoA ve
CO,’den asetil-CoA karboksilaz enziminin yardimiyla sentezlenir. Molekil agirhg:

+25

200.000 olan iki alt birimden olusan bu enzim kofaktor olarak ATP ve Mg “’a ihtiyac
duymaktadir. Simdiye kadar yapilan calismalarda yag lreten endosperm dokulardan izole

edilen bu enzimin, yag biyosentezinde gorev aldigi dusunulmektedir.

1.1.2.1.2. Shikimat/Arogenat Yolu

Kalkon sentaz enziminin ikinci substrati olan p-koumaroyil’in sentezinde gerekli
fenilalaninin sentezlenebilmesi igin gerekli olan yoldur. Mikroorganizmalarda ve bitkilerde
olusan fenilalanin amino asiti shikimat/arogenat yolu ile sentezlenir. Bu yol karbohidrat

metabolizmasimin iki metaboliti olan eritroz 4-fosfat ve fosfoenol privat’dan baslar.



1.1.2.1.3 Fenilalanin Amonyumliyaz ( PAL)

Kofaktdre ihtiyag duymayan fenil alanin amonyum liyaz (PAL), fenilpranoid yolunda
sinnamik asitin olusumunu katalizler. Molekil agirhg: yaklasik olarak 340.000 olan bu
enzim, tetramer bir yap1 sergiler. Fabaceae ve Pibaceae tirlerinden saflastirilan bu enzim,

substratin Gi¢tincli pozisyonunda bulunan amonyak grubunun transferi icin gereklidir.

o 0
-NH,, -2H A
OH 2 OH
NH, PAL
Fenilalanin Sinnamik asit

Sekil 3. PAL enzimi yardimiyla sinnamik asitin olusumu

Bu asama birincil ve ikincil metabolizmanin kesisme noktas: olup, fenilalanin ayni
zamanda birincil metabolizma olan protein sentezi igin de gerekli bir maddedir. PAL’1n

aktivitesi 1s1k, sicaklik, etilen ve karbohidrat sentezi ile direk olarak etkilenir.

1.1.2.1.4 Sinnamat 4-Hidroksilaz (C4H)

Bu yol, bir P450 tirl enzim olan ve kofaktér olarak NADPH ve molekiler oksijene
ihtiyag duyan sinnamat 4-hidroksilaz (C4H) Kkatalizi ile sinnamik asitin ddérdunci
pozisyonunun hidroksillenmesinden sorumludur. Endoplazmik retikulumun memranina
bagli bulunan enzim 450 nm’de azaltilmis CO kompleksin 1sik adsorbsiyonundan

sorumludur.
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1.1.2.2. Flavonoid Metabolizmasindaki Enzimler

1.1.2.2.1. Kalkon Sentaz (CHS)

C15 yapisimin olusmasindan sorumlu olan bu enzim, malonil-CoA ile lignin ve
stilbenzen icin de birer substrat olan p-koumorayil-CoA’nin birlesmesini saglar. CHS
enzimi bazen substrat olarak kafeoyil-CoA ve feruloyil-CoA’y1 kabul etmektedir [84].
Kondensazyon yoluyla sagladig: birlesmede kofaktére ihtiya¢ duymamak ta olup, anahtar
enzim olarak bilinmektedir.

Gecen yillarda, bitki ve cicek gelisiminde CHS’nin aktivitesinin ifadesi ve regllasyonu
molekiiler ve biyokimyasal seviyede incelendi. ikincil metabolizmada en cok (zerinde
calisilan bu enzimin ifade edilmesine olan ilgi devam etmektedir. CHS homodimer olup,
40 ve 44 kDa olan alt birimlerinden olusmustur. Bu enzim poliketit sentaz (PKS) enzim
grubuna ait olup, bakteri, mantar ve bitkilerde bulunur. Bitln katalitik etkisini tek bir aktif
boélgeden, kofaktore ihtiyac duymaksizin gerceklestirir.

Yapilan bir arastirmada CHS enzimin inhibisyonu calismasinda, inhibitor olarak
apigenin, luteolin, flavononlar ve CoA denendi. Apigenin ve luteolin gu¢li bir inhibisyon
gosterirken, flavononlar ve CoA’nin dusuk inhibisyon etki gosterdigi belirlendi. CHS nin
bitki dokularindan kolayca homojenize edilmesi onun bir sitolojik enzim oldugu yoniinde

bir izlenim sergiledi.

1.1.2.2.2. 6’-Deoksikalkonun Olusumu

5-hidroksi flavonoid serisi icin merkez enzimin orta reaktantt olan 2’°4’6’4—
tetrahidroksikalkonun  sentezi iyi anlasilmistir.  Bircok  fitoaleksin iceren 5
deoksiflavonoidler igin dncl substrat olan 6’-deoksikalkonun olusumu halen tam olarak
bilinmemektedir. 6’-Deoksikalkon sentezi ve izomerik 5’-deoksiflavonon varlig: ilk olarak

Glycyrrhiza echinatat hiicrelerinin ham 6zitlerinde kanitlanmstir.

1.1.2.2.3. Kalkon Izomeraz (CHI)

Kalkon sentaz genel olarak kalkon yapisinin 2S-flavonon vyapisina dénmesini

katalizler. 2S flavononlar daha sonraki substratlarin sentezinde kullanilirlar. Bu enzimin
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yoklugunda 2S ve 2R flavononlarinin rasemik bir karisimi elde edilir. Diger taraftan CHI
enzimi fizyolojik sartlar altinda ¢ok kararli olup, izomerasyon i¢in CHI enzimine ihtiyag
duyulmaktadr.

OH . OH
HO OH j/ HO o)
~ CHI Z
—_—
OH O OH O
Kalkon Flavanon
(Naringenin kalkonu) (Naringenin)

Sekil 5. Kalkon izomeraz enzimin yardimiyla naringenin olusumu

1.1.2.2.4. Flavon Sentaz (FNS)

Flavononlarin flavonlara donisimu, iki enzim tarafindan katalizlenir. Birincisi, 2-
oksoglutarat bagiml: dioksigenaz olan FNS 1, ilk olarak petroselinum crispum’un hiicre
stispansiyonlarinda gézlenmistir. Bu enzim flavonon yapisindaki C2- C3 arasindaki cifte
bagin olusumunu katalizler. Bircok cicek Ureten bitkilerde bu reaksiyon FNS Il tarafindan
katalizlenir. FNS 11, FNS I’e gore bitkilerde daha yaygin bulunmaktadir. FNS 11 gorevini
yapabilmesi icin mutlak NADPH ve molekiler oksijene ihtiya¢ duymaktadir.

1.1.2.2.5. Flavonon 4-Reduktaz (FNR)
Flavononun 4. pozisyonundaki karbonil grubunun NADPH bagimli olarak
indirgenmesinden sorumlu olan bu enzim, 4-flavonol olusumunu katalizler. FNR

aktivitesine ilk olarak Sinninga cardinalis ciceklerinin enzim stspansiyonlarinda
rastlanild.

1.1.2.2.6. Dihidroflavonol 4-Rediiktaz (DFR)

Dihidroflavonol 4-rediiktaz (2R, 3R) trans-dihidroflavonollarin lekoantosiyanidinlere

dontsimina katalizler. DFR’in DNA dizileri ilk olarak A. majus ve Z. mays’da
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belirlenmistir. Cesitli tirlerden klonlanan DNA dizilerinden proteinin yaklasik 38 kDa
oldugu tahmin edilmektedir. DFR enzim olarak tek-bolge-reduktaz/epimeraz/dihidrogenaz

(RED) protein ailesine aittir.

1.1.2.2.7. Antosiyanidin Sentaz (ANS)

Antosiyanidin sentaz lekosiyanidinlerin indirgenmesini katalizleyerek antosiyanidinlere
dontsimint katalizler. Genel olarak ANS ismi yaygin olarak kullaniimakla birlikte
literatiirde lekoantosiyanidin dioksigenaz ismine de rastlamak mumkindir. ilk olarak
ANS dizileri A. majus ve Z. mays’da belirlenmistir.

Dizi karsilastiriimalariyla ANS’nin 2-OGD enzim grubunda F3H’den c¢ok flavonol

sentaz (FLS) enzimine yakin oldugu saptanmistir.

1.1.2.2.8. Antosiyanidin 3-O-Glikozit Olusumu

Antosiyanidinler ¢ok kararsiz olduklari igin hiicrede birikmesi ¢ok zordur. Bu yiizden
kararli formlar: olan o-glikozillenmis formlarina cevrilirler. Bitkilerin blylk bir kisminda
baslangi¢ reaksiyonunda enerjice zengin nukleotid sekeri olan UDP-Glukoz bilesiginden
glukoz molekdlt ile F3GT enzimi yardimiyla Katalizlenir. Glukoz transferi yerine
galaktoz’unda transfer edildigi bazi arastirmalarla ispatlanmustir.

Bu enzim delphinidin’e glukoz aktararak bitkinin mavi goérinmesini saglayan
delphinidin-O-glikoziti olusturur. Ayni enzim pelargonidin ve siyanidine de glukoz
transfer ederek sirasiyla turuncu renkten sorumlu olan pelargonidin 3-O-glikozit ile kirmizi

renkten sorumlu olan siyanidin 3-O-glikozit olusturur.
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Sekil 6. Antosiyaninlerin renk olusumuna katkisi

DFR: Dihidroflavonol 4-rediktaz

ANS: Antosiyanidin sentaz
FGT: Flavonoid 5-O-glikozil transferaz
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1.2. Sitokrom p450

CYP olarak ta adlandirilan p450 enzim ailesi, viicuda alinan potansiyel olarak zararl
olabilecek maddeleri hidroksilleyerek suda ¢Ozunlr hale getirip, kisa zaman iginde
vucuttan atilmalarmi  saglarlar. Bu enzimler, kofaktér olarak demire ihtiyag
duymaktadirlar (URL-1, 2007). 450 rakami bu proteinlerin karbon monoksite baglandiktan
sonra absorbe ettigi dalga boyunun en yiksek degerini gostermektedir (URL-2, 2007).
Vicuda alinan yabanci maddelere —OH grubu ekleyerek, maddelerin ¢ozinurliginin
artirrlmasini saglamaktadirlar. Yapilan bir arastirmaya gore, 315 ilacin %56’lik kismini
suda c¢ozinldr hale getirdikleri saptanmistir.  CYP enzimlerinin gorevi sadece
hidroksilasyon reaksiyonlar1 olmayip ayrica, epoksidasyon, N-alkilasyon, O-dealkilasyon
ve S-oksidasyon gibi oksidasyon reaksiyonlarinda gorev almaktadirlar. CYP’nin
katalizledigi reaksiyon genel olarak asagidaki gibi gosterilebilir.

NADPH + H* + O, + RH ==> NADP" + H,O + R-OH 1)

Genellikle p450 grubu enzimlerin buytk bir oram, ilag ve toksinlerin vicuttan
uzaklastirtlmasindan sorumlu olan karacigerde, kugik bir oram1i da bagirsaklarda
bulunmaktadir. Bu enzimler genellikle hicrenin  endoplazmik  retikulumunda
bulunmaktadir. Toksik maddelerin uzaklastiritimasi, p450 grubu enzimlerinin tek gorevi
olmay1p, son yillarda yapilan ¢alismalarda, vaskular otoregulasyonda bu enzimlerin rol
aldiklar1 (6zellikle beyinde) ve kolesterol, steroid and arasidonik asit metabolitlerinin
olusumunda etkin olarak rol oynadiklari kanitlanmistir. p450 ailesi, binlerce enzim
icermesine ragmen, insanda yaklasik 12 p450 gen ailesi icinde toplam 50 tanesinin gen
diziligi belirlenmistir (URL-3, 2007). Gen aileleri olusturulurken, enzimlerin gen dizi
benzerliklerinden yaralamlmistir.  BUtin  p450 gen aileleri ilaglarin  vicuttan
uzaklastirilmasinda rol almayip sadece 3 ailenin bu mekanizmada rol aldiklar
belirlenmistir. Bunlar; p450 1 (CYP 1), p450 2 (CYP 2) ve p450 3 (CYP 3) enzimlerdir.
Bir CYP enzimi bircok ilacin uzaklastiriilmasinda rol alirken tersi durumda gerceklesebilir.
Yani, bir ilacin viicuttan uzaklastirilmasi icin birden fazla sayida p450 enzimine de ihtiyag
duyulabilir. Greyfurt suyu, bazi mustard aile Gyeleri ve kirmizi sarap gibi bazi gida

maddeleri bu enzimleri inhibe edebilmektedir. Bu enzim ailesini inhibe eden maddeler
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Tablo 1°de belirtilmistir. Tablo 2’de belirtilen nikotin ve sildenafil sitrat (viagra) gibi bazi

maddeler ise bu enzimleri induklerler.

Uzun bir sire demir almimmin 6nlenmesi, p450°nin eksikliginden dolay: anemi,

Wilson sendromu ve porphyria hastaliklarina yol agabilmektedir (URL-4, 2007).

Isimlendirme asagidaki gibi gerceklestirilmektedir.

Kok :YP

Aile : CYP2
Alt-aile : CYP2D
Gen : CYP2D6

CYP’deki butun izoenzimler, en az %40’a yakin yap1 benzerligi gostermektedirler.

Ayn alt aile icindeki benzerlik %60°’a kadar yukselmektedir [34]. Farkl bir dizi ye sahip

olan izoformlar1 farkh bir numarayla gosterilir (URL-5, 2007).

Tablo 2. P450 enzimlerini inhibe eden maddeler

Madde Etkilenen p450 Yolu

Greyfrut suyu 3A4 INH, (bagirsak duvarinda), 1A2
TMP/SMX (Baktrim, Septra) |2C9 INH

erithromisin 1A2 INH, 3A4 INH

karithromisin IA2, 3A4 INH

ketokonazol Kuvvetli 3A4, INH, 3A5-7, INH, 2C19, 1A2
itrakonazol Kuvvetli 3A4 INH

flukanazol 2C9 INH, 3A4 INH

simetidin Kuvvetli 1A2 INH, 3A4 INH, 2C

lovastatin 2C9

vinblastin

2D6, INH, 3A4, 3A5-7
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Tablo 3. P450 enzimlerini indukleyen maddeler.

Madde Etkilenen p450 Yolu

sildenafil sitrat (viagra) Zayif inhibitor, p450 indukleyici

nikotin 1A2 IND

progesteron 2C19 IND, 3A4

rifabutin Kuvvetli 3A4 IND

rifampin Kuvvetli 3A4 IND, 1A2 IND, 2C9 IND, 2C19 IND, 3A5-
7 IND

insulin 1A2

prednison 2C19

dilantin Ihmli indUkleyici, 3A4, 2D6, 1A2, 2C

tegretil Ihmli 3A4, 2D6, 2C

isoniazid 2E1 IND, 2C

F3’H (Flavonoid 3’-hidroksilaz) ve F3’5’H (Flavonoid 3’5’-hidroksilaz)
Enzimleri

Flavonoid 3’-hidroksilaz (F3’H) ve Flavonoid 3’5’-hidroksilaz (F3’5’H), sitokrom
p450 tard enzimler olup, F3’H enziminin dihidrokaemferol ile reaksiyonunda
dihidrokuersetin olusurken, ayni1 enzim naringenin’i eradiktiyol’a donlstirmektedir.
Dihidrokuarsetin ve dihidrokaemferol’un glikozitlesmesi ya da indirgenmesi ile gul,
karanfil ve kasimpati gibi bircok bitkilerde yogunca bulunan siyanidin-glikozit ve
pelargonidin-glikozit pigmentleri Uretilir. Bu maddeler, bitkiye kirmizims: renkler verirler.
Bu enzimler sitokrom p450 mono-oksigenaz tlrl enzimler olup, kofaktér olarak NADPH
ve O, gerektirirler. B-halkasinin 3. pozisyonunu hidroksilleyen F3’H, flavonon disinda
flavon, dihidroflavonol ve flavonolu da hidroksiller.

Dogal olarak F3’5’H enzim eksikligi olan gul, karanfil, lale, kasimpat: gibi ticari
olarak 6nemi olan bu bitkiler delphinidin ve turevlerine sahip olmadiklar: i¢in bu bitkilerin
dogal tdrlerinde mavimsi renkler gormek mimkin degildir.  B-halkasinin

hidroksillenmesiyle olusan antosiyanidinler, flavonoid 5-O-glikozil transferaz ile
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katalizlenmesiyle bir antosiyanin olan delphinidin’i olusturup, c¢igegin mavimsi
gorinimden sorumluyken, bu enzimlerin eksikliginde kimizims: renkten sorumlu olan
pelargonidin tabanli antosiyanidinler Uretilir. Sitokrom p450 ailesinin Uyeleri olarak bu
enzimlerin aktiviteleri sitokrom p450 rediiktaz ve sitokrom b5 gibi onlarin prostetik hem
grubuna elektron transferini katalizleyen proteinlere baglidir (URL-6, 2007).

F3’H aktivitesi ilk olarak Happlopappus hucre kalturlerinin - mikrozomal
fraksiyonlarinda tespit edilmis olup daha sonralar1 sirasiyla Matthiola incana, Antirrhinum
majus, Dianthius caryophyllus, Petunia hybrida ve diger bitki turlerinde belirlenmistir.
F3’5’H aktivitesi ise ilk olarak Verbena hybrida’nin ¢iceklerinin mikrozomal
fraksiyonlarinda belirlenmistir. Yapilan bir arastirmada, Bnaup adli bir bitkide, iki farkl
F3’H geninin varhg ortaya cikartilmistir. Bitkide yapilan yari-nicel ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonuna (RT-PCR) ve RNA jel blot analizine gore bitkinin ¢icek
kismi en yuksek F3’H enzim aktivitesine sahipken, onu meyvesi ve tohumu izlemektedir.

Sadece F3’5’H geninin fazla olmasi, delhinidin tarzi antosiyaninlerin olusmasi igin
yeterli degildir. Clinkii DFR, F3’H ve FLS enzimleri F3’5’H enzimine kars1 yarisirlar. Bu
yarismadan kacinmak icin, bu yarisan genlerin dogal mutantlarin1 elde etmek gerekir.
Cunku cicek rengi sadece P450 enzimleri ile degil antosiyaninlerin modifikasyonlari, pH
ve metal almiyla da iliskilidir.

OH O OH © OH ©

APIGENIN LUTEOLIN TRISETIN
( Flavon ) (Filavon) ( Flavon )

OH © Eg(r'DIKTI?OL OH o
NARINGENIN i 3',4',5' - Trihidroksi flavanon
( Flavanon ) (Flavanon) ( Flavanon )

Sekil 7. Naringenin, apigenin, kaemferol, dihidrokaemferol ve isolikuiritigenin’in F3’H ve
F3’5’H enzimleri ile verdikleri reaksiyonlar.



19

Sekil 7"nin devam

OH O OH O OH O
DIHIDROKAEMFEROL DIH»ﬁ%KL;ERSETIN DIHIDROMIRISETIN
( Dihidroflavonol ) (Dihidrofiavonol ) ( Dihidroflavonol )

OH O OH O

OH O
KAEMFEROL KUERSETIN MIRISETIN
( Flavonol ) (Flavonol) ( Flavonol )

OH O OH O OH O
ISL BUTEIN 2,3,4",4,5 Pentahidroksi kalkon

( Kalkon') (Kalkon ) (Kalkon )



2. MATERYALLER VE YONTEMLER

2.1. Materyaller

2.1.1. Bitki Materyali

Bitki materyali 3 farkl: aileden 10 farkl: turden toplam 19 klonundan olugmaktadir. Bu
19 klonun 5’i flavonoid 3’5’-hidroksilaz digerleri ise flavonoid 3’-hidroksilaz tiri

enzimlerdir.

2.1.1.1. Asteraceae Ailesi

1100 cins ve 25.000 ture sahip olan bu aile, dort buyuk aileden biri olup, en blylk
cicek ailesini olusturmaktadir (URL-7, 2007). Bu aile, yillik ve ¢ift-yillik tlrleri icerirken,
canakli cicekleri de barindirmaktadir. Antartika kitasi hari¢ diinyanin hemen hemen butin
bolgelerinde, dzellikle de yari-kurak tropik alanlarda yogunca bulunan aile, latince “kicuk
parcalardan olusmus butlin anlami” ni tagiyan “Compositae” olarak ta bilinmektedir. Aster
adir ise yildiz seklindeki cicek basina sahip olmasindan gelmektedir. Magnoliophyta
bolimunun orkide ailesinden sonra ikinci buyik ailesini olusturmaktadir (URL-8, 2007).
Sadece G. Afrika bu ailenin 250 tiriine ev sahipligi yapmakta olup, ailenin buyuk bir kismi

yabani, cali ve yari-cali bitkilerden olusmaktadir.

shgﬂ a

//slam ens

ligule [united petdsb

A daisy flower {Asteraceae) — a composile head of many small flowers

Sekil 8. Genel Asteraceae ailesinin ¢igek basi (URL-9, 2007).
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Bu ailenin iginde birkag¢ aga¢ tlirline rastlamak ta mimkindir. Aile genellikle asalak
olmayan ve suda yasayan tirlere de sahiptir. Ekonomik bir éneme sahip olan bu ailenin
bahce grubu, diger grubuna gére daha agir basmaktadir.

Bu grubu diger ailelerden farkli kilan en belirgin 6zelligi, top halinde ¢icek agcma
Ozelligine sahip olmasidir. Kome¢ adinda sapsiz bir kalabalik halinde bulunan birgok
kiguk cicekten olusmus olmasina ragmen, disaridan bakildiginda tek bir cicekmis gibi
gorunen cicek basina sahiptir.

Bitki dikkatli incelendiginde her biri fakli tohum Uretmek Uzere, yizlerce kiglk
cicegin varligi gortnebilir. Her disk ¢icegi, 5 kiglk ta¢ yapragin bir araya gelmesiyle
olusmustur. Kabileye bagli olarak, toplu ¢gigcek agmasi (infloresens), farkl disk ciceklerden
ya da her ikisinin birlesmesinden olusabilir. Asteraceae ailesinde bulunan cicgekler tipik
olarak bir ya da iki cesit kiiglk ciceklere sahiptirler. Cicegin dis kismi gines cicegine
benzer bicimde dilcik adinda uzun ta¢ yapraklardan olusmus bir yapiya sahip olup, bunlar
kiclik dizi gicekler olarak adlandirtlirlar. Cigegin i¢ kismi ise boru seklindeki tag
yapraklar ile kicuk ciceklerden olusan ve disk cicegi olarak isimlendirilen kisimdan
olusmustur. Marul, Frenk salatasi, enginar, aycicegi, yakon, yalanci safran ve Kudus
enginari bu ailenin ekim bitki grubuna giren cins ve tirler olarak ticari olarak
kullanilmakta iken, guayule adl: bitki ise hipoalerjik lateks kaynagi olarak kullanilmaktadir
(URL-10, 2007).

2.1.1.1.1. Gerbera Hybrida

Asteraceae ailesinin sus bitki cinslerinden biri olan Gerbera, ismini onu kesfeden,
Alman doga bilimci Traugott Gerber’den almistir. Genis bir cografyaya yayilmis olan
Gerbera‘min 40 kadar turi mevcut olup Afrika kiyilarindan tropik Asya ve Giiney
Amerika’ya kadar uzanmaktadir. ilk bilimsel tanimlanmas: 1889’da Curtis Botanical
dergisinde J.D. Hooker tarafindan yapilmis olan ve Giiney Afrika’ya has bir Gerbera tir(
olan Gerbera jamesonii olmustur.

Gerbera bitkisi 45 ile 60 cm uzunluguna erisebilen ve yaklasik 4 cm capinda ¢igek
basina sahip olabilen bir cinstir. Gerbera tirlerinin ¢igcek basinin merkezi turuncu, beyaz,
pembe ya da kirmizi renklerde olan kiguk cicekgiklerden olusmus olup tek bir gicekmis
gibi gorinum sergiler. Gerbera glizel goriinimunden dolay: sis bitkisi olarak ticari anlam

tasimaktadir. Gerbara jamesonii ve bir diger Glney Afrika tirii olan Gerbera viridifolia
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arasindaki caprazlastirilmasiyla evcil kulttrler olusturulmustur. Bu capraz Gerbera
hybrida olarak isimlendirilmistir. Binlerce karsitlari mevcut olup, renkleri beyaz, sari,
turuncu ve pembe olabilmektedir. Gerbera ticari olarak gul, karanfil, kassimpati ve lale’den
sonra diinyada ticari olarak kullanilan 5. ¢icektir (URL-11, 2007). Gerbera bitkisi 1991’de
Hollanda da ihrag edilen 5. buyik ihra¢ Griin olmas: onun ne kadar énemli bir ticari Griin
oldugunu ortaya koymaktadir.

Bu bitkinin cogaltilmasi; tohumlamayla, temel kesimle ve bdlerek basarilabilir.
Hibridlesmeyle genis bir dizi renk olusturulabilir. Uzun bir vazo hayatina sahip olmasi ve
guzel gorinimi onu kesilen cicek sanayisinde 6nemli bir yere getirmistir. Dogal yoresi
olarak Giney Afrika’ya has bu bitkinin vazo hayat: 14 gin olup, hayat: her 4-5 glinde

suyu degistirilerek ve yeniden govdeleri kesilerek iki katina kadar uzatilabilir.

2.1.1.1.2. Rudbeckia Hirta

Siyah-gozIi suzan ve siyahikafa gibi isimlerle de isimlendirilen coneflower (Lat:
Rudbeckia hirta), Asteracea ailesinin bir ¢icekli bitkisidir. Kokeninin Kuzey Amerika
oldugu yoéninde bulgular mevcut olan Rudbeckia’nin 25 civarinda tiirii vardir. Ismini onu
bulan isvecli botanist Olaus Rudbeck (1660-1740)’den almistir (URL-12, 2007).

Cicegin bulundugu ortama bagli olarak bazen tek yillikli bazen de iki veya ¢ok yillikl
olabilmektedir. Rudbeckia hirta, gigek agmasimin ikinci yilin1 takiben kurur. Genel olarak
blylk papatya gibi ¢icek basina sahip olup, bitkinin ¢gigek bas1 dis yiizeyinde sahip oldugu
1s1n kuclk cicekleri ile merkezde de dizi ciceklerin bir araya gelmesi ile olusmustur.
Coneflower tipik olarak onlarin ilk yilinda cicek agmayip daha sonra bitkiler, ikinci
yilinda, gévdenin tzerinde cicek acarlar. Sert ylzeyli temel yapraklar elmas seklinde olup,
10 ile 18 cm uzunlugu arasinda degismektedir.

Rudbeckia Kuzey Amerika’nin buyuk bir kisminda bulunup, daha ¢ok rocky daglarinin
dogusunda yogunlagmistir. Bu bitki Avrupa’da sis amaciyla Uretilmektedir. Sicakhigi
tolere edebilen bitki, kurak ortamlarda da buyiyebilmektedir. Bitki 1 ile 2 m’ye kadar

uzayabilmektedir.
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2.1.1.1.3. Tagetes Erecta

Asteraceae ailesine ait olan bu bitki yillik ve cift yillik bir tir olup, kuzeybati
Afrika’dan Meksika’nin iclerine kadar uzanmaktadir. Tagetes, Asteraceae ailesinin bir
uyesi olarak 60’a yakin tirt olan yillik ve iki yillik otsul bitkilerden biridir. Meksika ve
Guney Amerika’ya has olan bu sis yilliklari papatya ailesinin bir Oyesidir. Kuzey
Amerika’da marigold (Lat: Tagetes) olarak bilinen bu cinsin boyu 0,05 m’den 2,2 m’ye
kadar uzanabilmektedir. Yapraklar: tlylu olup, beyaz, altin rengi, sar1 renklerde ciceklere
sahiptirler. Turleri genelde kokusuz olmalarina ragmen, yapraklar: sert kokulara sahiptirler.
Bu kokunun bdcekleri caydirici oldugu séylenilebilir.

Tagetes genellikle dost ekimi olarak yaygin kullanilmaktadir. Gliney Amerika’ya has
bir bitki olan T. minuta (Khakibush), genellikle tagette adinda gerekli yag kaynag: olarak
parfiim ve tltun endustrisinde kullanilmaktadir.

Bu bitki, fransiz, afrika ve triploid olarak U¢ grupta kategorize edilmistir. Marigoldlar
cogu bahce topragina uygun olup, tam gunese ihtiyagc duymaktadir. Hizli blyumesi,
renkliginin sudrekliligi ve hastalhiklara karsi olan direnci onlari bahcelerin gdze batan
cicekleri haline getirmistir.

Tagetes erecta, Afrika marigold’u olarak ta adlandirilan bu bitki 0,6-1,2 m’ye kadar
blyulyebilir. Cicegi genis olup turuncu ve sari rengin karisimi ile olusmustur. Tagetes
patula (Fransiz marigold) ise 23 cm’den 60 cm’e kadar buyiyebilen bu bitki olup,

kirmizimsi-kahverengi ile isaretlenmis sar1 cigekten olusmustur.

2.1.1.1.4. Osteospermum Hybrida (Bamba)

Bilimsel adi, yunanca osteon (kemik) ve Latince spermum (= tohum)’dan gelmistir.
Afrika papatyasi, Glney Afrika papatyasi, pelerin papatyas: ve mavi-gozIu papatya gibi
bircok adlara sahiptir. Osteospermum, Calenduleae’e ait olan bir cins olup, glnes cicegi
ailesinin kicuk kabilelerinden biridir. 35 tr( Giiney Afrika ve Giiney Bati Arabistan’a has
olan 50 civarinda tirt vardir (URL-13, 2007). Kisin disarida yasamayan bu tarin birgok
rengi mevcuttur. Yaprak bicimi mizraksidir. Cigek kismi, guines ¢icegi ailesi gibi kiguk
cicekgiklerden olusmustur. Kiguk cicekler, yalanci ¢ift cigekler olup pembe, sari ve

mavi’dirler. Dayanikl cesitleri, ¢cicek merkezinin koyu mavi renkli olanlaridir. Bu cesitler
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bahar mevsiminde gicek agmalarina ragmen, ikinci kez gicek vermezler. Bu bitki sicak,
gunesli pozisyonu ve verimli toprag: tercih eder. Ama fakir, tuzlu toprakta da blyuyebilir.

-13 °C’de ve aym zamanda agir kile ragmen, hayatta kalabilen bir bitki olup,
dayanikliligt ona RHS tarafindan AGM (bahce deger oOdilu) almasini saglamistir.
Uretilmesi de cok kolay olup, kiiciik bir parca alinarak yapilabilir. Osteospermum’un tam
olarak ¢icegini agabilmesi igin gunese ihtiya¢ duymaktadir.

2.1.1.1.5. Centaurea Cyanus

Bekar kutu ve Boutonniere ¢icegi olarak ta bilinen cornflower (lat: Centaurea cyanus)
Asteraceae ailesinin Avrupa’ya has, yillik ¢icek veren bir bitkisidir. Bitki boyutu 40 ile 90
cm arasinda olup, gri-yesil dallanmig govdeleri vardir (URL-14, 2007). Yapraklar
mizraks: goriniminde olup 1-4 cm araliginda boyutlara sahiptirler. Bu bitki genellikle,
1,5-3 cm arahiginda, koyu mavi cicek basina sahiptir. Mavi renk, cicegin kafa kisminda
yogun miktarda bulunan ve bir antosiyanidin birlesigi olan delphinidin ve tirevlerinden
kaynaklanmaktadir. Gegmiste tarim alanlarinda yabani ot olarak buyuttlmistir. Tarimsal
yogunlastirma yiiziinden tir, tehlike altindadir. ingiltere’de gegmiste 250’ye yakin bélgede
bulunurken, bu sayr glniimizde 3’e kadar dismustir. Bitki guzel goérimi sayesinde
bahcelerde stis bitkisi olarak yetistirilmektedir. Bu bitki cayda bilesen olarak ta
kullanilmaktadir. Kokenini Amerika olan bu bitki, koloni siralarinda Avrupa’ya
tasinmigtir. Cornflower, disarida ve iceride, tohumdan kolayca blyutulebilir.

Cornflower parlak mavi cicek sekli ile en cok ilgi ceken vahsi ciceklerden biridir.
Vahsi ortam kosullarinda ve yol kenarlarinda rastlanilan bu turin govdesi 0,3 ile 0,9 m
uzunluga kadar buytyebilir. Cigekleri modern bitki ilag sanayisinde, tonik uyaric ve tibbi
Ozelliginden dolayr kullanilmaktadir. Orjinal rengi mavi olmasina ragmen, yapraklari
mavi-gri goriniminden sorumlu kicuk beyaz killarla cevrilidir. Ginimuzde beyaz,
kirmizi ve pembe ciceklerine rastlamak mumkindir. Cesitli topraklarda bulyuyebilen bu

tir, tam glinese ihtiya¢ duyar.

2.1.1.1.6. Cichorium Intybus

Asteraceae ailesinin bir tirt olan chicory (lat: Cichorium intybus)’ in gévde kismi 1,5

m uzunlugundadir. iki kultiiri mevcut olan bu cinsin, 6 tane de vahsi tiri oldugu
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bilinmektedir. Hos kokulu ve iki yillikli mavi renkli bir bitkidir. Kokeni Avrupa’ya ait
olup, Amerika’ya goturildigine inanilmaktadir. Kahvelere eklenmesiyle, Gilney
Amerika’da yayginca kullanilir. Chicory, bu bélgede kahve cicegi olarak ta bilinmektedir.
Yapraklarinin soluk ve yumusak biyutulmesi icin tamamen karanlikta biyttulmelidir.
Chicory’nin  kokl, Avrupa’da uzun suredir kahve yer degistirici  olarak
kullanilmaktadir. 1970’lerde kokinln yaklasik olarak %20’sinin inulin igerdigi bulunmus
olup, bu madde, yiyecek endistrisinde tatlandirici olarak kullanilmaktadir. Inulin

hidrolizle, glukoz ve fruktoz’a donustlrilmektedir.

2.1.1.1.7. Dahlia Variables (Chat Noir)

Kokenin, Guatenamala ve Meksika daglar1 oldugu yapilan arastirmalarla belirlenmis
olan Dahlia bitkisi, ismini onu kesfeden isvecli botanist, Anders Dahl’dan almistir
(URL-15, 2007). ilk kilturi Aztek kizilderileri tarafindan yapilmis olup, cocoxochitl
olarak adlandirilmistir. Daha sonralar istilaci olarak gelen ispanyalilarla bu bitki, bltin
dinya’ya dagilmistir. Fakat Dahlia hicbir zaman lale, papatya, karafil gibi bir 6nem
kazanamamistir. Kuctk turleri bahcede ekmek igin uygun olup, cicegi fincan tabag:
biyukligine erisebilmektedir.

Tam guneslenmeyi secen Dahlia, ancak yeterli glineslenmeyle iyi cicek acabilir. Aksi
halde bitki ciliz olup, cicegide solgun olmaktadir. Bu bitki toz gibi kuflenmeye de
egimlidir (URL-16, 2007). Dahlia bitkisinin boyutlari 30 cm ile 240 cm arasinda
degismekte olup, cicekleride 5 ile 30 cm arasinda olmaktadir. Dahlia bitkisinin blyuk bir
cesitlilik sergilemesi, cogu bitkinin aksine, onun oktahiploid olup, 8 set kromozoma sahip

olmasindan kaynaklanmaktadir (normal bitkiler 2 set kromozoma sahiptirler).

2.1.1.1.8. Echinops Bannaticus

Asteraceae ailesinin bir cinsi olan Globe Thistles (Lat: Echinops)’in 130 civarinda tirt
mevcut olup, diinya musluklar: olarak isimlendirilmektedirler. Bitkinin Avrupa’da, merkez
ve dogu Asya’da ve tropik Afrika’nin gliney daglarinda bulundugu bilinmektedir (URL-17,
2007).
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Govdesi 60 cm’e kadar uzayabilen bu bitki sahip oldugu yuvarlak gigcek basi ile dikkat
cekmektedir. Buyutilmesi kolay olan bu bitki, ozellikle ar1 ve kelebekler icin 6nem

tasimaktadir.

2.1.1.2. Pittosporaceae Ailesi

Cicek bitkileri ailesi olarak bilinen Pittosporaceae, yaklasik olarak 10 cins i¢inde 200
tlr agac, funda ve sarmasik icermektedir. Pittosporaceae tirleri iimli bolgelerde yetisirler
(URL-18, 2007). 9 cins i¢inde 200’e yakin turd tropik Afrika’dan Pasifik kiyilarina kadar
uzanmaktadir. 8 cinsi Avustralya’da bulunur. Yapraklar: degisken olup genellikle zit duran
ve derince bolinmis kismi olarak beyaz ile lekelenmis bir gorunti sergilerler. Cicekler

solgun sar1 renkli olup, genelde baharda acarlar.

2.1.1.2.1. Sollya Heterophylla

Latince adi, Sollya heterophylla olan bu bitki, Tlrkce’de ¢an cicegi sarmasigi olarak
bilinmektedir. Bu bitki, ismini ciceginin asagiya yonelmesi ile can’t hatirlatmasi
dolayisiyla almistir. Sollya bitkisi, batt Avusturalya’da dogal olarak sinirlanmis yaklasik 3
tarlt bir cinstir. Sollya heterophylla ise bu cinsin en 6nemli bitkisidir (URL-19, 2007). Bu
bitki, ciceklerini haziran ayindan eylil ayina kadar acarken, bunu izleyen aylarda
yenilebilir yumusak meyve vermektedir (URL-20, 2007). Yesil-mavi karisimi bir renkte
olan meyve, 2 cm uzunlugunda olup, silindirik ve cok c¢ekirdeklidir. Belirli bir alanda
golgelik yapmak icin kullanilan bu bitkiler, en iyi blytumesini cam altinda, sezonu boyunca
sulanarak yaparlar. Yapraklar: beyaz sar1 olup, 5 cm uzunlugundadir. Cigeleri ¢an seklinde
ve 1 cm uzunlugunda olup yazlari gorindrler. Avusturya’da kaltlr edilen ve yetistirilen
bitki, genel olarak mavi rengi ile taninsada, beyaz ve pembe formlarinada rastlamak

mumkinddr.

2.1.1.3. Brassicaceae Ailesi

Bir ¢icek ailesi olarak bilinen Brassicaceae, Cruciferae olarak ta isimlendirilmektedir.

350 cins ve 3500 tdr iceren aile, ekonomik Onem tasiyan 10. 6nemli bitki ailesidir
(URL-21, 2007). Halk dilinde hardalgiller olarak bilinen bu aile, ekonomik olarak énemi
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olan diinya kis sebzelerinin 6nemli bir kismin1 kapsamaktadir. Bu aile, ¢caprazligi andiran
dort tac yapragin olmasindan dolayr o6nceleri Cruciferae (karsit dayanma) olarak
isimlendirilmistir. Ilimli bdlgelerde yogunlasan ailenin, en cok cesitliligi Akdeniz
bolgesinde gorulmektedir. Aile, yillik, cift yillhik ve cok yillik hayat 6émarlid otsul
bitkilerden olusmaktadir. Ailenin genel 06zelligi olarak yapraklarmin karsit olmalar
sOylenebilir ve ailenin ¢ogu Uyesi lahana kokusuyla 0zdeslesmis olan glikosilonalat
maddelerini paylasmaktadirlar. ki ailenin de glikosinolat adli birlesik rettiklerinden
dolay1, Brassicaceae ailesi ve Caper ailesi arasinda 6zel bir yakinlik olduguna
inaniimaktadir.

Kizey yarim kdrenin 1liman bdolgelerinde yayginca bulunan ailenin, sadece
Avustralya’da 54 tirl olup, bunlarin 40’1 dogallastiriimistir. Birgogu acik-sari renkli
ciceklere sahip olduguklarindan dolayr meyve olusumu goézlenmeden tirlerinin ayirt
edilmesi zordur. Bunun sonucu olarak ta tepeden gicege bakildiginda daha fazla benzer
tirin  varhg distndlmektedir. Tamimlama, meyvenin gozlenmesiyle ayirt edilir
(URL-22, 2007).

2.1.1.3.1. Arabidopsis Thaliana

Brassicaceae ailesinin bir Uyesi olan thale cress (Lat: Arabidobsis thaliana) 16 yy’da
Almanya’nin Halz sira daglarinda, Johannes thal tarafindan kesfedilmis olup, genom
haritas1 ¢ozinen ilk bitki 6zelligine sahiptir (URL-23, 2007). Genomun ¢6zllmesi onun
model bir organizma olmasmin yolunu agmis ve kicuk bir bitki olup genomunun da kiguk
olmast ve degisimlerin kolayca g0zlenebilmesi onun bilim dinyasinda 6n plana
cikartmistir. 30 cm’e kadar buytyebilen bitki, yillik kisa otsul bir bitkidir. Bir rozet bitkisi
olup, bogumu yuvarlaktir. Cicek dikkatli incelendiginde dip yapraklarinin tirtilli fakat
bogum yapraklarmin diz oldugu gérilebilir. Cicekleri 4 mm’ye kadar blyuyebilen bitki,
ciceklerini mayis-haziran aylarinda agar (URL-24, 2007). 20 cm’e kadar boyu uzayabilen
bezelye kabugu seklinde meyveleri vardir. Dinya etrafinda iliman bdlgelerde yogunca
bulunan bu bitkinin tarimsal anlamda bir énemi yoktur. Kigik boyutu ve hayat ¢arkinin
hizli olmasi onu laboratuarlarda yogunca kullanilan bir bitki haline getirtmistir.
Filizlenmeden olgun bir tohum halini almas: yaklasik 6 haftayr bulur ve kolayca kiltur
edilebilir. Avrupa’ya has olan bu bitki, tasimalarla Amerika ve Afrika’ya getirttirilmistir.

Arabidobsis kapal: bir bitki olup, bitki krallig1 icinde en kiigclik genoma sahip olan bir
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bitkidir. DNA’nin 115,409,949 baz cifti 5 kromozom da yayilmistir. (2n:10)DNA’s1
25,498 gen kodlayabilir (URL-25, 2007).

Bu bitki binlerce sayida tohum olusturabilmektedir. Arabidopsis’deki bitki
transformasyonu rutin olup, Agrobacterium tumefaciens’ni kullanarak DNA’y:1 bitki
genomuna transfer eder. Arabidopsis’deki ilk mutant Alexander Braun tarafindan 1873’de
belgelenmistir. Fakat model organizma olarak Arabidopsis’in potansiyeli 1943’e kadar
belgelenememistir. Bu mutant simdilerde agomous olarak bilinen ve 1990°da klonlanarak
izole edilen mutant genidir (URL-26, 2007).
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Sekil 9. Gerbera hybrida ¢icegi (Gerbera) Sekil 10. Rudbeckia hirta cicegi (Gilines sapkast)

Sekil 11. Osteospermum hyb. bamba gigegi ( Bodrum papatyasi)

Sekil 12. Tagetes erecta cicegi (Kadife ¢icegi) Sekil 13. Centaurea cyanus ¢icegi (Peygamber cigegi)
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Sekil 14. Cichorium intybus ¢icegi (Hindiba) Sekil 15. Arabidopsis thal. cigegi (Tere otu)

Sekil 16. Sollya heterophylla (Can ¢icegi)

Sekil 17. Echinops bannaticus gicegi (Topuz ¢.) Sekil 18. Dahlia var. c. n. ¢icegi (Yildiz ¢.)

Not: Butun bitki resimleri (URL-27, 2007) kaynagindan alinmistir.



2.1.2. Kullanmlan Kimyasallar

[**C]-Malonil-CoA
a-Ketoglutarat

3-Metoksi flavon

Asetik asit

Aseton

Askorbik asit

BSA

Selit

Kloroform

Kromotografi kagidi (S & S Nr. 2043)
Pamuk yinu

CuSO4 x5 H,0

D-glikoz 6-fosfat dehidrogenaz
D-glikoz 6-fosfat

DMACA

EDTA

Etil asetat

Demir (I1) sulfat heptahidrat
Folin-Ciocalteau reaktant
Formik asit

H3BO,

HCIVWR International
HEW-lizozim

KH,PO,

[U-*C]-fenilalanin

Sivi nitrojen

Metanol

Na,COs

Na,HPO,

NADP*

NADPH

n-Butanol

p-Koumaroyil-CoA

Policlar® AT

Kuersetin

CHI (Dabhlia variabilis, cv. Eurostar)
Rekombinant CHS (E. coli’den)

31

Amersham Biosciences
Synergie

Extrasynthese

VWR International

VWR International

Sigma

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
VWR International

Schleicher und Schiill
Rauscher & Co

VWR International

Roche Diagnostics GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
VWR International
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
VWR International

VWR International

VWR International

VWR International

VWR International

Boehringer Mannheim GmbH
VWR International
Amersham Biosciences
TEGA

VWR International

VWR International

VWR International
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Boehringer Mannheim GmbH
VWR International

K. Stich, TU Vienna

Serva Electrophoresis GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
K. Stich, TU Vienna

J. Schroeder, University Freiburg



Rekombinant FHT (E. coli’den)
Scintillation kokteyil (OptiPhase "Hi Safel 3)
Sephadeks™ G-25 (Medyum)
Silika kum

Sodyum deoksikolat

Kati potasyum hidroksit

Kati sodyum hidroksit

TLC- seliilloz tabaka (20*20cm)
(floresent birlesiksiz)

Triklorik asit

Tris (hidroksimetil)-metilamin
Tri-sodyum sitrat dihidrat
Uridin difosfo-d-U-[**C]glikoz
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R. Lukacin, University Marburg
Perkin Elmer Inc.

Amersham Biosciences

VWR International

VWR International

VWR International

VWR International

VWR International

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
VWR International
VWR International

Amersham Biosciences

2.1.3. Kullamlan Cihazlar

Analitiksel denge "Feinwaage R200 D"
Analitiksel denge "PJ 3600 Delta Range®"
Analitiksel denge "SBC 22"
TLC-Linear Analyzer LB 2842
Biofuge 22 R

Biofuge A

Santrifirtic "Microfuge® Lite"

Mikser "HL3260"

Eksikator

Donduran kurutucu "Flexi Dry™ MP"
Isitma cihaz1 "Heizblock QBT 2"

Sivi scintillation counter WinSpectral™ 1414
Mikroiglemci pH-meter pmX 3000
Overhead mikser "REAX 2"

Sogutucu santrifiric "Allegra™ 21R"
Sogutucu santrifirti¢ "J2-21"

Donen buharlastiric

Spektrofotometre DU®-800

Univapo 150H

Unicryo MC 2L

Vakum santrifiric VR-mini

Vakum santrifirlic NSE 800

Sartorius GmbH

Mettler

Scaltec

Berthold

Heraeus Instruments GmbH
Heraeus Instruments GmbH
Beckman Instruments Inc.
Philips

Glaswerk Wertheim

FTS® Systems Inc.

Grant Instruments Ltd.
Wallac

Wissenschaftlich- techische Werkstatten

Heidolph

Beckman Instruments Inc.
Beckman Instruments Inc.
Buchi

Beckman Instruments Inc.
Uniquip

Uniquip

Heto-Holten A/S

Neuberger



2.1.4. Kullanilan Enzimler

BamHI, 10 U/pL
EcoRI, 10 U/uL
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MBI Fermentas

MBI Fermentas

HindlIl, 10 U/pL MBI Fermentas
Knpl, 10 U/pL MBI Fermentas
MunL, 10 U/uL MBI Fermentas
Rnaz A, 100U/mg Sigma

RNaz Inhibitor Endofree, 40 U/uL Ambion

Sacl, 10 U/uL MBI Fermentas
Smal, 10 U/pL MBI Fermentas
Superscript Il Rnaz H'Ters Invitrogen
Transkriptaz, 200 U/pL

Tagq DNA Polimeraz, 1 U/uL MBI Fermentas
Taqg/Pwo, 3.5 U/uL Roche

XBal. 10 U/uL MBI Fermentas
XHol, 10 U/uL MBI Fermentas

2.1.5. Kullanilan Programlar

Chemsketch 4.04

Chroma (1-dimensional) Version 7.28

Geminix Version: 1.91

System application software for DU-800 Version 2.0
Winspectral 2.00.02

2.1.6. Kullamlan Tampon ve Cozeltiler

Amfisilin (stok ¢ozelti) 100 mg/ml amfisilin

Askorbik asit (100 mM) 2 mg sodyum askorbat
100 pL Tris-HCI (enzime gére pH)

S-NADPH-Na, (20 mM) 1.7 mg/100 pL S-NADPH- Na,

BAW butanol : asetik asit:su=6:2:1

Kaynama tamponu 8 /100 ml sukroz (%8 son)

1,86 g/100 mL EDTA (50 mM son)
0,12 g/100 mL Tis-HCI (10 mM)
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karisim kaynatildi
0,5 mi/200 ml Triton X100 (0.5% son)
pH 8’e ayarlandi.

Tampon 1 27,6 g/l HEPES (0,2 M)
pH KOH ile 7°ye tamamland:.
CAW Klorofom : Asteik asit: Su=10:9: 1
Siyanidin standart 1 mg siyanidin Klorit tuzu
1 ml MeOH/HCI (1%)
Delphinidin standart 1 mg delphinidin klorit tuzu
1 ml MeOH/HCI (1% )
DNA ladder (50 ng/uL) 100 pL “A DNA/Eco471 (Avall) Marker, (500 ng/uL)
200 pL yikleme tamponu
700 pL su
dNTPs (10 mM) 10 pL 100 mM dATP

10 pL 100 mM dCTP
10 pL 100 mM dGTP
10 pL 100 mM dTTP

60 pL su
Etanol (%70) 70 ml etanol (100%)
30 ml su
FeSO, 0,18 mg/ml FeSO,. 7H,0
Galaktoz (%20) 200 g/l Galaktoz
Cozetli sterillenir.
HEPES (0,1 M, pH: 7,5) 23,8 g/l HEPES
pH 7’e ayarlamr
Kaemferol standart M, mg kaemferol tozu
1 ml MeOH
Kanamisin (stok cozelti) 50 mg/ml kanamisin
KPi tampon (pH:6.0) 13,2 ml 1 M K,HPO,
86,8 ml 1 M K,HPO,
Yukleme boya tamponu 15 g Ficoll 400

0,25 g bromofenol mavisi

tampon ile hacim 100 ml’e tamamlanir

Malonil-CoA, “Sicak/Soguk” 166 pL **C-Malonil-CoA
334 uL 0,24 mM Malonil-CoA
500 pL su

2-Oksoglutarik asit 7,5 mg 2-oksoglutarat

1 ml 0,1 M Tris-HCI ( pH enzime gére ayarlanir)

Pelargonidin standart 1 mg pelargonidin Klorit tuzu



Pelargonidin standart
Primerler

RNaz A
TAE

Tris-HCI (0,1 M, pH: 7,5)

Tris-HCI (0,1 M, pH: 6,8)
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1 ml MeOH/HCI (1%)

1 mg peonidinklorit tuzu
1 ml MeOH/HCI (1%)
dejenere edilmis: 25 uM
1 mg/ml RNaz A

50X

242 g/l Tris

57,1 ml/I asetik asit
18,61 g/l EDTA

pH 8’e ayarlanir

1X

2ml 50 x TAE

98 ml su

12,11 g/l Tris

pH 7,5’a ayarlanir
12,11 g/l Tris

pH 6,8’e ayarlanir

2.1.7. Kullanmlan Kulturler

LBI"IOI’IT]

LBseIect

MS
SGI

10 g/l pepton

5 g/l maya ekstrakt

10 g/l NaCl

pH 7’ye ayarlanir

LB agar tabakalar i¢in,15 g/l agoroz eklendi.
Cozelti otoklevlendi ve 55 °C’ye sogutuldu
1 ml amifisilin (100 mg/ml stok ¢ozelti)

10 g/l pepton

5 g/l maya ekstrakti

1 ml 1M MgCl,

16 ml gliserol (100%)

pH 7,5’a ayarlanir

Cozelti otoklevlendi ve 55 °C’ye sogutuldu
1 ml amifisilin (100 mg/ml stok ¢ozelti)

0,5 ml kanamisin (50 mg/ml stok cézelti)

1 g/l pepton

6,7 g/l amino asitsiz maya nitrojen bazi




SOC

YEB

YPGE
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20 mg/ml L-Triptofan

suyla hacim 900 ml’e tamamlanir

SGI agar tabakalari i¢in, 15 g agaroz eklendi
cozelti otoklevlendi

20 g glikoz 100 ml suda ¢6zlind( ve sterilendi
SOC medyast yetkili E. coli hicreleri ile
saglandi

1 g maya ekstrakti

5 g pepton

0,5 g MgSO,

5 g sigir ekstrakti

5 g glikoz

1 litreye suyla tamamlanir

pH’a 7,2’e ayarlandi.

5 g/l glikoz

10 g/l pepton

10 g/l maya ekstrakti

10 g/l maya ekstrakti

970 ml suyla tamamlanir

Cozelti otoklevlendi

30 mg 100 % etanol

2.1.8. Plazmitler

Plazmitler DNA parcgas: olarak kromozomlardan farkli bir yerde bulunup, kendi
kendini esleme 6zelligine sahiptirler. Genel olarak bakterilerde olan bu parcalar, bazi
Okaryatik canhlarda da bulunmaktadirlar. Boyutlari, kromozomlarin %3 ile %20 arasinda
olup, 1 ile 200 kb arasinda degismektedirler. Baz1 plazmitler, baska bakterilere taginabilen
dogurganlik genine sahip olup bu yolla genetik bilgiyi baska bakteri soylarina tasirlar.
Plazmit genleri antibiyotiklere kars1 direng ve toksin retilmesini saglamaktadirlar. Bakteri
icin gerekli olmayan bu kisimlar farkli fonksiyonlar tagimaktadirlar (URL-28, 2007).
Plazmitlerin bir diger kullanilig alan: ise dizilestirme, protein ifadesi, transfeksiyon ve gen

terapisi alanlarinda kullanilmaktadirlar (URL-29, 2007).

2.1.8.1. pYes2.1
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pYes2.1/V5-His-TOPO, 5886 bc ile dairesel pYes2’nin aksine klonlama bélgesine
sahip degildir. Kopyalama E. coli ve S. cerevisiae adinda iki degisik canlida olmaktadir.
Pyes2.1, ilk vektor modelinin aksine prensipte pYes2’ye benzemesine ragmen asagida
deginilen bazi farkliliklara sahiptir. Klonlama, glikoz tarafindan bastirilan (URL-30, 2007)
ve galaktoz neden olabilen promoterdan olusmustur. GAL1 polimeraz zincir
reaksiyonunun yerlestirilecegi TOPO klonlama bdlgesini kontrol eder. TA klonlama
stratejisi icin gerekli olan Tekil 3-T asili ile 5886 baz ciftinin dizlestirilmis yiksek
kopyalama plazmiti ile olusur

PCR Product

BYESZ2.1/V5-
His-TOPO*
o 5.9 kb

RAT

Sekil 19. pYes2.1 /VV/5-His-TOPO yapist (URL-31, 2007)

Ek olarak Pyes2’nin aksine, heterololojik olarak ifade edilmis genlerin saflastiriimas: ve
tercihi belirlenmesi icin V5 epitop ve 6*his tag mevcuttur. TOPO klonmasii sunan pYes
vektorler, vektor icinde cogaltilacak genin en hizli bicimde yapilmasini saglayan bir
sistemdir. Ifade, S. cerevisiae iginde gerceklestirilir. pYes2.1/V5 —His TOPO vektori ile 5
dakika inklbe ile %85’e yakin yeniden olusturma ile tag-¢ogaltilmis PCR drunlerini

klonlanabilir. pYes Vektorin genel olarak dzellikler olarak;
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1. S. cerevisiae icinde yuksek kopyalama plazmiti i¢in replikasyonun 2 pL orijini
2. S. cerevisiae iginde, se¢im i¢in URA3 geni

3. Yeniden olusturulan proteinlerin saflastirilmas: ve kolay teshis i¢in polihistidin tag’1 ve
C-sonlandiric1 V5 epitopu

pYes Vektorinln avantajlar olarak;

e Kolay sonug i¢in Gal-1 promotor’undan duzenli ifadesi

e Saccaromyces cerevisae icinde elde edilebilecek ifadelerin cesitli seviyeleri icin
replikasyonun iki orijinden segimi

e TOPO® klonlanmasmin hizi ve etkinligi

e Gateway teknolojisinin kullanishig: ve esnekligi sayilabilir.

2.1.9. Bakteri ve Maya Soylar

Klonlama ve Maya ifade vektorlerindeki PCR Grtnlerinin klonlanmalari igin, pYes2.1
TOPO ile birlikte gelen Invitrogen’in yarismali TOP 10 ve TOP 10F (TOPO TA
klonlama® kiti) kullanildi. Kanamisin ve amfisiline kars: direncleri olmayan bakteri soylari

secildi.
2.1.9.1. Escherichia Coli TOP 10

(Invitrogen, C4040-03)
genotipi: F'mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74 deoR
recAl araD139 A(ara-leu)7697 ga/U ga/K rpsL (Str) endAl nupG

2.1.9.2. Escherichia Coli TOP 10F

(Invitrogen, C4040-03)
genotipi:  F{lacl®, Tn10(Tet®)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15
AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697 ga/U ga/K rpsL (Str?)
endAl nupG
2.1.9.3. Maya Soylan
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Maya’da heterolojik ifade igin, Saccharomyces cerevisiae INVScl soyu kullanild:.

2.2. Yontemler

2.2.1. Sterilizasyon

Hicre kdltlrlerinde meydana gelebilecek kirlenmelerden ve DNaz’lar gibi enzimlerin
parcalamalarindan sakinmak icin Uretici tarafindan sterillenmeyen materyallerin
sterillenmesi gerekmektedir. Materyaller 120 °C’de ve basing altinda en az 30 dk olmak
uzere sterillenmelidirler. RNaz’lar kararli olduklari ve sterillenme asamasinda
bozunmadiklar: icin, deri ile temas etmesini 6nlemek amaciyla mutlaka molekiler
calismalarda plastik eldiven giyilmesi zorunludur. Genellikle cam malzemeleri
kullanmadan Once sterillenmelerini artirmak igin 1-2 sn alevde kizdirilmalidirlar. Bitlin

molekdler deneyler, 6zel olarak hazirlanmis ve sterillenmis 6zel bir b6lmede yapilmalidir.

2.2.2. Molekuler Cahsmalar

2.2.2.1. Nukleik Asitlerin Cokturulmesi

Dizilestirme icin DNA 6rneklerinin hazirlanmas: ve nikleik asitlerin saflastiriimasi
gibi cesitli amaclar icin nikleik asitlerin ¢oktirtilmesi gerekmektedir. Nukleik asitlerin
coktirmelerinin bircok yontemi mevcuttur. Coktiriilen DNA’lar -20 °C’de saklamirken,
RNA’lar ise -80 °C’de saklandular.

2.2.2.1.1. Etanol ile Coktirme

DNA 0Ornegine 0,1 volum 3 M sodyum asetat (pH: 5,2) ve 2,5 volim konsantre soguk
etanol eklendi ve eppiler -20 °C’de en az 20 dk olmak Uizere sogukta bekletildi. Ardindan,
13.000 rpm ve 4 °C’de 15 dk santifirlic edildi. Stipernatant kistm uzaklastirildi. Pelet, 200

uL etanol (%70)’lik yardmmyla yikandi. Sipernatant kistm uzaklastirildiktan sonra,
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etanolun ucurulmasi igin peletler 10 dk oda sicakliginda kurutuldu. Nukleik asitler uygun
miktarda suyla tekrar ¢ozulduler ve donduruldular.

2.2.2.2. Nukleik Asitlerin Olgiilmesi

Spektrofotometrik  dlgumlerin  temeli, birlesik iceren swvilarin  Olgulmesidir.
Spektrofotometre tird olarak hizli 6lgcmeyi saglayan uv-spektrofotometre kullaniimistir.
Olciim dalga boyu olarak, niikleik asitlerin maksimum absorbans gosterdikleri 260 nm

secilmistir. Saf nukleik asitlerin icin ise bu dalga boyu 1,8 ile 2 arasinda se¢ilmelidir.

2.2.2.3. RNA Izolasyonu

Farkli bitkilerden toplam RNA’lar Quiagen’in RNeasy bitki kiti kullanilarak ve bu kitin
yontemi izlenerek izole edilmislerdir. izole edilen RNA’lar -20 °C de saklanmslardur.
Bitki materyalleri RNA’larin aktivite ve kirlenmelerinden sakinmak igin sivi azot iginde
sterillenmis havanda dévalduler. Eppide 50 mg bitki tozu tartilip Uzerine 450 pL RLT
tamponu eklendi ve hemen biitun tozlar ¢6zlinene kadar vortekslendi. Cozelti koleksiyon
tiplinde olan QIA-shreder spin kolonuna transfer edildi. 13.000 rpm’de 2 dk santrif(j
edildi. Pelet sarsiilmadan sivi kismi yeni bir reaksiyon tlpine transfer edildi. 0,5 volim
derisik etanol eklenerek, reaksiyon tiipleri dikkatlice karistirildi. Ornek reaksiyon tiipii
degistirilerek RNeasy tupune transfer edildi ve 13.000 rpm’de 15 s santrifj edildi. Sivi
kisim uzaklastirildi. Kolona 500 pL RPE tamponu eklendi 13.000 rpm’de 15 s santrifj
edildi. Siv1 kisim tekrar uzaklastirildi. 500 pL RLT tamponu eklendi ve 13.000 rpm’de 1
dk santrifuj edildi. Karistm yeni bir reaksiyon kabina aktarildi. 13.000 rpm’de 1 dk
santrifiij edilerek RLT tamponun kirlenmesi 6nlendi. RNA elisyonu hemen buza konuldu.
RNA safligiin tespit ve analizi i¢in, 1:50 oran: seyreltilmis 6rnek uv-spektrofotometre ile
230, 260 ve 280 nm’de dlclildi. RNA sivi azot icinde dondurularak -80 °C’de saklandh.

2.2.2.4. Ters Transkripsiyon
Promega M-MLYV ters transkriptaz (katalog M1701) katalogunun degistirilmis bigimi

uygulanmistir. 5 pg toplam RNA yada 50 ng mRNA ve 1 pL primer (25 pmol) karistirild:
ve hacim steril su ile 17,75 pL’e ayarlandi. Karisim 5 dk 70 °C’de inkibe edilir. Daha
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sonra, 5x M-MLV reaksiyon tamponu (Promega) ve 1,25 pL 10 mM dNTPs eklenir.
Cozelti 2 dk inkube edildikten sonra, 1 pL M-MLYV ters transkriptaz 200 U/pL) (Promega)

eklenir ve 42 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Daha sonrada buzda sogutulup, -4 °C’de saklandh.

2.2.2.5. Tek-Kol cDNA Sentezi

Tek kol cDNA sentezi 1,5 mI’lik eppendorf reaksiyon tiipiinde Superscript II RNaz H
ters transkriptaz (invitrogen) kullanilarak ve protokoll izlenerek gerceklestirildi. cDNA
sentezi igin her izole edilen RNA’dan 16 pL kullanildi. 1 ml 25 pL oligo(dT) 6nci primer
ve 1 uL 10 mM dNTPs eklenildi. Karisim 70 °C’de 5 dk isitildi. Ardindan buzda sogutuldu
ve yogunlugu toplamak icin donduruldu. 5 pL 5x ilk kol tamponu, 2 uL 0,1 M DTT ve 1
uL 40 U/uL RNaz endo free inhibitor eklendi. Karisim 42 °C’de 2 dk inkiibe edildikten
sonra, 1 pLl 200 U/uL Superscript I RNaz H™ ters transkriptaz ilave edildi. Karisim 30 dk
boyunca 42 °C’de, 10 dk 48 °C’de ve 10 dk 70 °C’de inkibe edildi. Ardindan, karisim
buzda bekletilerek sogutulup, donduriildi ve -40 °C’de depo edildi.

2.2.2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), bir DNA uzatici enzim olan polimeraz enzimi
yardimiyla istenilen DNA gen dizisinin ¢ogaltilarak bircok kopyasmin olusturulmasini
saglayan sistemdir. PCR genel olarak yaklasik 40 devir tekrar yapan u¢ temel asamadan
olusur. Bu islem, 1983’de Kary Mullis tarafindan bulunan ve ona nobel 6dullnd
kazanmasin1 saglayan termo-dondiricu yardimiyla basarilir. Bu termo-dondiriici kisa
zaman iginde 1sitmay1 ve sogutmayi saglar. ilk asama olan denatiire asamasinda DNA’daki
cifte kollar yaklasik 95 °C’de acilir ve tekli kollar ortaya ¢ikar. Ikinci basamak “annealing”
olup, bu basamakta cihaz 37 °C ile 67 °C’ye sogur. Bu asamada tekli bantlar, kizil denizin
sicak bolgelerinde yasayan mikroorganizmalardan elde edilmis polimeraz enzimi
yardimiyla bazlar arasinda hidrojen baglari olusturularak eslenik diziler olusturulur. Bu
asamada kicik DNA gen dizi pargalart (primerler) kullanilir. Bu asamanin ardindan
sicakhk polimeraz enziminin aktif optimum sicaklik degeri olan 72 °C’ye yiikselir.
Polimeraz enzimi yardimiyla baglar olusturulan DNA tekli bandin tamamlayici dizisi
olusturulur. Bazlar primere 3’ kisimdan baglanirlar. Polimeraz dNTP’leri 5’den 3’e baglar

okuma ise 3’den 5’e dogrudur. lyi ¢ogaltma, sadece ileri primere baglidir. Her bir bitki
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tdrd icin PCR 0,2 ml PCR tipli (MBI Fermentas) icinde asagidaki bilesenler ile basarilir.
16.75 pL su, 2.5 pL 10x PCR tamponu (MgCl;’siz), 0.5 pL 10 nM dNTPs, 1,25 pL 10 uM
gen spesifik ileri primer, 1,25 pL 10 uM gen spesifik ters primer, 1 pL taslak (ilk-kol
cDNA) ve 0.25 U/uL Taq DNA polimeraz birlestirilip, karistirllir ve genel olarak

asagidaki sicaklik ve zaman araliklart uygulanir.

Asama 1: 94 °C’de 1,5 dk
Asama 2 (40 devir): 94 °C’de 0,5 dk (denatiirasyon)
45-55 °C’de 1 dk (cogaltma)
72 °C’de 2 dk (uzatma)
Asama 3: 72 °C’de 10 dk
(Not: Primerlerin yanlhs karsilasarak, yanhs ¢cogaltmalar: 6nlemek amaciyla PCR diizenegi

onceden 94 °C’ye 1sitilmasi gerekir).

2.2.2.7. Proof-Reading PCR

Primer kombinasyonlar: ve annealing kosullari bir Tag/Pwo-polimeraz sistemli (PR-
PCR) igin istenilen dizilerin olusturulmasini saglar. Deney asagidaki gibi uygulanir. 35.25
uL su, 5 uL 10xPCR tamponu (MgCl; “siz), 3 pL 25 mM MgCl,, 1 uL 10 mM dNTPs, 1.5
puL 10uM gen spesifik ileri primer, 1,5 uL 10 puM gen spesifik ters primer, 2 pL taslak
(tek-kol cDNA), ve 3.5 U/uL Tag/Pwo 0,2 mI’lik PCR tip de birlestirilir ve PCR yogun
termal donduruci ve asagidaki dondurme sartlart g6z 6niine alinarak uygulanir.

Asama 1: 94 °C’de 1,5 dk

Asama 2 (30 donlis) 94 °C’de 0,5 dk (denatiirasyon)

1 dk icin spesifik annealing sicaklik (annealing)
72 °C’de 2 dk (uzatma)
Asama 3: 72°C’de 7 dk
Ornekler jel elektroforezi ile hizli degerlendirme igin buza konulurlar ya da -20 °C’de

depolanirlar.
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2.2.2.8. Agaroz Jel Elektroforezi

Agoroz jel elektroforezi biyokimyasal ve molekiler calismalarda DNA, RNA ve
proteinlerin uzunluklarina bagl olarak onlari ayirmada kullanilan bir tekniktir. Jel nikleik
asit parcalarinin saflastirilmasinda da kullanilir. Bu elektroforez de jel, tamamen agaroz
adinda maddeden olusmustur. Bu teknikte kicik molekiler disuk molekil agirliklar:
nedeniyle buyik molekillere gére daha hizli tasiirlar. Agaroz, 100 bc ile 20 kb
uzunluklarindaki DNA pargaciklarin ayrilmasinda kullanilabilir. Poli-akrilamid jeller ise
daha kisa DNA parcaciklari icin kullanilir. Tampon, agaroz konsantrasyonu ve kalitesine
bagli olarak, jelin por sayis1 ve buyukligi cesitlendirilebilir.

Bu calismada, 1 % (a/h) agaroz jel kullanildi. Agaroz tozu TAE tamponunda ¢6zildi
ve 1sitildi. Elektroforetiksel ayrilmadan sonra DNA, yaklasik 60 °C’de boyamak icin, her
¢ozlinen 100 ml basina 10 pL EtBr eklendi. Eriyen jel tarak yardimiyla kap igine aktarild:
(Sirada 15 bosluk olusturmak icin). Uzunluk isaretleyicisi olarak 10 pL (500 ng) DNA
ladder » DNA/Eco471 kullanildi. Ornek basina 0,2 voliim yiikleme tamponu eklendi ve bu
karigimin 20 pL jel bosluklari icin kullanildi. Suyla batirilan elektroforez TAE tamponu ile
90 V. 70 mA ve 10 W’da yaklasik olarak 32 ile 45 dk i¢in tank iginde gerceklestirildi

2.2.2.9. F3’H Enziminin Klonlanmasi
2.2.2.10. pYES2.1/VV5-His-TOPO’ya Baglama (Ligasyon)

0,5 ile 2 L PCR uriinii basina 2 ile 3,5 pL steril su ve 1 pL vektor eklendi. Ornek 5 ile
15 dk arasinda oda sicakliginda inkibe edildi. Daha sonra, karisim buzda bekletildi ve -20

°C’de tekrar kullamlincaya kadar depo edildi.
2.2.2.11. E. Coli Icinde Plazmitlerin Transformasyonlar

Transformasyon, DNA’nin hicreye transferidir. Kimyasal olarak yetenekli E. coli
TOP10 ( Fragaria ve Vaccinium igin) ve TOP10F- ( Camellia, Crataegus, Rosa ve Vitis
icin) soylart kullanildi. pCR® 2,1-TOPO® ve pYes2.1 TOPO TA klonlama kitlerinin el
kitabinda yazan prosedirr izlenerek deney gerceklestirildi. Kicuk sisedeki yetenekli

bakteriler buzda eritildi. Ligasyon reaksiyonunun 2 pL’si eklendi ve pipetlemeden
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yumusakca karstirildiktan sonra buz icinde 5 dk inkiibe edildi. Daha sonra, 42 °C’deki su
banyosu yardimiyla 30 s’lik 1s1 sokuna tabi tutuldu. 250 puL SOC medyumu eklendikten
sonra kicuk sise aniden buzda sogutuldu. 250 uL SOC medyumu eklendikten sonra kiguk
sise yatay olarak 200 rpm’de 37 °C sicaklikta 1 saat sallandi. Daha sonra, bakteri ¢ozeltisi
30 ile 270 pL arasinda hacimlere boltindi ve iki LBamp agar tabakasina dokuldi. 12 ile 24
saat arasinda 37 °C’de inkibe edildi. En azindan bir tabakanin koloni icin yeterli miktarda
alanin oldugundan emin olmak icin iki farkli hacim tavsiye edilir. Transformasyonlanmis
kolonilerin secimi icin pCR® 2,1-TOPO® kanamisinli vektor secici tabaka ile ve X-Gal
kullanildi. Transformasyonlanmis E. coli blyumesi amfisilin tarafindan bastirildi.

Amfisilin segici ajan olarak kullanildig: i¢in, uydu kolonilerin varligr umulmuyordu.
2.2.2.12. Plazmit izolasyonu

Asagidaki metotlarin her ikisi PCR, smirlama, sindirme, transformasyon ve dizi

calismalar: gibi ileri kullamiliglar icin gerekli plazmitlerin ele edilmesinde kullanilirlar.
2.2.2.13. Kaynama Hazirhg:

Metodun temeli, DNA denatiirasyonu izleyerek bakteri hicrelerinin lizin tarafindan
cOziinmesidir ve plazmit DNA’larin secici yeniden olusumudur. Oncelikle steril
kurdanlarla ile E. coli kolonileri LBamp agar tabakalarindan toplanmistir ve 20 ml’lik cam
inkiibe tuplerine 3,5 ml sivi LBamp medyumu yardimiyla aktarilmistir. 37 °C ve 220
rpm’de inklbe edilmistir. Her 1 ml inkiibe edilmis kultlr reaksiyon kabina transfer edilmis
ve 5000 rpm ve 4 °C’de 1 dk santrifilj edilmistir. Ust kisim uzaklastirildiktan sonra pelet
350 pL kaynama tamponu ve 25 pL lizozim (10 mg/ml) ile vorteksleyerek siispanse edilir.
Karnsim 40 saniye icin 95 °C’ye kadar isitihir ve buzda aniden sogutulur. Sogutma
sirasinda, kromozol DNA’nin aksine denatiire edilmis fakat birbirine baglanmis plazmit
soylar1 yeniden olusturulabilir ve bu nedenle ¢6zunir ve pihtilasmaz. 14.000 rpm ve 4
°C'de 5 dk santrifiij edildikten sonra kolloidal pihti kiirdan yardimuyla silinir. Plazmitler
isopropanol yardimiyla ¢okturulir ve 50 pL TE/Rnaz ¢Ozeltisi (1 pL RNaz A (1 mg/ml) +
50 L TE tamponu) ile yeniden ¢ozinir daha sonrada RNA azaltim: igin 37 °C’de 15 dk

inkiibe edilir. Plazmitler -20 °C’de depolanur.



45

2.2.2.14. E.N.Z.A Plazmit Miniprep Kiti 1

Plazmit DNA transformasyon, sindirme, smirlama ya da sonraki PCR’lar tarafindan
strdurdalda. 3,5 mI’lik siv1 LBamp ya da LB Kan medyumu iginde gece inkiibe edilmis E.
coli kaltiirtin 1-1.5 ml miktar: reaksiyon tiplne aktarildi ve 13.000 rpm’de 1 dk santrif(j
edildi. Ust kisim uzaklastirildiktan sonra pelet 250 pL Losung I/RNAz iginde
vortekslenerek suspanse edildi. 250 puL Lésung 11 eklendi ve kap 4 ile 6 kez ters cevrilerek
temiz bir lyasate gelisinceye kadar dikkatlice karistirildi. Daha sonra lyasate 350 pL
Losung 111 ile notralize edildi ve cokelti olusuncaya dek karisim 13.000 rpm’de 10
dk’ligina santrifij edildi. Ust kissm 2 ml’lik koleksiyon tiipiine yerlestirilmis HiBind—
Miniprep santriflij kolonuna zedelemeden aktarildi. Ardindan, Lysate’in memrani gegcmesi
icin 13.000 rpm’de 1 dk santrif(yj edildi. Yikama icin, 13.000 rpm’de 1 dk santrifuj edilen
kolona 500 pL HB-tamponu pipetlendi. Sivi kistm uzaklastirildiktan sonra, 750 pL DNA-
yikama tamponu ile iki kez yikandi. Kolonu kurutmak igin reaksiyon kabina yerlestirildi ve
13.000 rpm’de 1 dk santrifuj edildi. Eltsyon icin, kolon reaksiyon kabina konuldu ve 50
UL su (6nceden 65 °C’ye 1sitilmis) matrikse direk olarak pipetlendi ve kolon 13.000
rpm’de 1 dk santrif(jj edildi. Plazmit ¢ozeltisi buza konuldu ve -20 °C’de saklandh.

2.2.2.15. Plazmit Analizi

Plazmitlerdeki yerlestirilen yonelimi anlamanin iki olanag: vardir. Duyu yonelimi
yerlestirme ile koloniler antisense yonelimde fonksiyonel enzim yapamadiklar: igin ileri
enzimatik calismalar icin 6nemlidir. Plazmitleri sindirmenin tek yolu sinirlama enzimleri

ile ve bir diger yol ise koloni PCR’dr.

2.2.2.16. Koloni PCR

Bu yol, primerler PCR i¢in mevcut oldugu takdirde dizi bilindiginde, hizli belirleme ve
yerlestirilenlerin belirlenmesinde kullanilir. Plazmit kolonilerine DNA’nin yerlestirme
basarisin1 ispatlamak igin, bu PCR prosedirl igin taslak olarak kullanilan ve segici
tabakadan plazmit kolonilerin toplanmamistir. PCR bilesenleri asagidaki belirtildigi
gibidir. Yerlestirilen yonelim kontrol edilmelidir (6zellikle ileriki ¢alismalar icin) ve daha

sonra bir vektér yandan saldiran primer ve bir gen primer kullanildi. Asagidaki protokol
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steril kiirdan kullanilarak 6ncelikle PCR tuplerine batirilip daha sonra yeni bir esleme agar
tabakasina dokunuldu. Asagidaki karisim, PCR tuplerine pipetlendi. PCR termal
donddrici ile gerceklestirildi. Donme programi olarak asagidaki belirtilen sistem
uygulandi. Daha sonra 6rnekler buza konuldu ve jel eletroforezin tekrar kullanilana dek
-4°C’de depoland.
Asama 1: 95°C 1,5dk
Asama 2 (30 donim) : 94 °C 0,5 dk (denatiirasyon)
45-63 °C (PR-PCR sirasindaki kosullara gore) 1 dk (‘annealing)
72°C 2 dk (uzatma)
Asama 3 : 72°C  10dk

2.2.2.17. Smmirh Sindirme

Sinurl sindirme DNA molekdllerinin sinmirlayici endoniikleaz enzimleri yardimiyla daha
kiicik DNA parcalarina kesilmesi islemidir. Bu 6zel enzimler DNA molekulindeki 6zel
dizileri tanirlar. Sinirli enzim sindirmeleri, Gretici tarafindan tavsiye edilen Onun
tamponunun iginde optimum kosullar altinda siirlama enzimlerinin uygun miktar: ile
DNA molekdllerinin giftli kollarin inklbe edilmesi ile gergeklesir. Optimum NaCl ve KCI
konsantrasyonu ve pH degisik ezimler icin farklidir. Tipik sindirme enzim aktivitesinin
maksimum oldugu sicaklikta, tipik olarak 37 °C’de bir saatte enzim mikrogram DNA
basina bir enzim Unitesini icerir. 10 pL plazmit DNA, 2,5 puL 10-x reaksiyon tamponunda
ve 1 pL her bir enzim karistirild: ve steril su ile hacmi 20 pL’e tamamlandi. Reaksiyon
karisimi tavsiye edilen sicaklikta (genellikle 37 °C’dir) 1 saatligine inkibe edildi ve jel
elektroforezi ile degerlendirildi. Eger istenildigi takdirde birden fazla enzim sindirmede rol
alabilirler. 1ki enziminin de aym tampon ve aym sicaklikta aktif olma kosulu ile izole
edilmis plazmitler icin plazmit dizisini kesebilecek bir sinirlama enzimi secildi. Bunun icin
yerlestirilen dizi yeni bilenmeyen dizilerin klonlanmas: i¢in bu metodu yararsiz yapacagi
bilinmelidir. Yerlestirilen yonelime bagh olarak farkli boyutlarda parcalar1 keserek elde

edilmelidir.
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2.2.2.18. S. Cerevisiae’nin Transformasyonu

Pozitif E. coli klonlarindan plazmitler S. cerevisiae’nin transformasyonu ve klonlanmis
cDNA’larin heterolojik ifadesi icin kullanilirlar. Bu S.c. EasyComp transformasyon Kiti ve
asagidaki yol izlenerek basarilabilinir. Reaksiyon kabinda bir miktar olan 25 pL yetenekli
maya hucre soyu IncScl, buzda eritilir. 0,5 pg plazmit DNA ve 250 uL 6nceden isitilmis
(oda sicakhgina) cozelti 111 kaba eklenir ve 1 dk’hgina vortekslenir. Hicreler 1 saat
boyunca her 15 dk’da 1 dk vorteklenmek tizere 30 °C’de inkiibe edilirler. Bu nedenle biitiin
hlcreler bir SGI agar tabakasina konur. pYes2.1 plazmiti URAS3 genini tasidigi icin sadece
transforme edilmis hiicreler bu secici SGI medyasi iginde buytyebilirler. 2 ile 4 giin sonra
transforme edilen koloniler biyldiginde tabakalar heterolojik ifade igin tekrar
kullanilincaya kadar oda sicakliginda saklanirlar. Tabakalar: buzdolabinda saklamak maya
metabolizmasinin dustuk regllasyonuna neden olabilir. Bu durumda maya hicreleri
yeniden hayata gelebilmesi icin 28 °C’de birka¢ gunlugiine inkiibe edilmeye ihtiyag

duyarlar.

2.2.2.19. Hucre Kaltarlerinin Optik Yogunlugu

Baz1 mikrobiyal uygulamalar igin hiicre kilttrlerinin yogunlugunu belirlemek gerekir
(buyiime fazimin  belirlenmesi gibi). Olgiim uv-spektrofotometre ile 600 nm’de
geceklestirilir. Seyreltmek icin uygun ¢ozeltiler kullanilir.

2.2.2.20. Maya’da Heterolojik Enzim Ifadesi

Bu deney Pompon vd, 1996’nin degistirilmis haliyle uygulanmistir. Oncelikle, 5 ml
SGI medyas: kullanilarak enzim asilanir ve 28 °C, 200 rpm’de en az 3 giin olmak Uzere
inkube edilir. Bu siirenin ardindan, 5 ml’lik enzim suspansiyonu igeren ¢ozelti, 50 ml’lik
SGI medya iginde tekrar asilanarak 28 °C, 200 rpm’de 1 gln inkibe edilir. Optiksel
yogunlugu uv-spektrometre kullamlarak 600 nm’de olgildikten sonra tabloda karsilik
degerindeki miktar, 250 ml YPGE cozeltisine eklenir. Optik yogunlugu 0,8 olana kadar
ayni sartlarda inklbe edilen slispansiyon, optik yogunlugu bu degere yiikseldikten sonra 27

ml sterillenmis galaktoz ¢ozeltisi (20% galaktoz(w/w)) ile protein olusumu saglanir. 12 ile
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15 saat araliginda ayn sartlarda inklbe edilen stspansiyon, enzim ifadesi yapilacak hale
getirilmis olur.

(Uyar1: Buraya kadar yapilan bitin asamalarda kullanilan kimyasallar ve materyaller
120°C’de ve basing altinda en az 30 dk olmak (izere sterillenmeli ve ¢alisma Gzel olarak

sterillenmis bir bolmede gerceklestirilmelidir).

Tablo 4. Stispansiyonlardaki optiksel yogunluga bagli olarak eklenecek hacim

ODs0o V(maya suspansiyonu)/ml
2.00 25
1.70 30
1.40 35
1.25 40
1.10 45
<1.00 50 (Butin maya slispansiyonlari igin)

Maya stspansiyonu 50 mI’lik plastik kaplara aktarilir ve buz icinde bekletilir. 4 °C,
5000 g’ de 10 dk santrifuj edildikten sonra, TEK tamponu ile suspanse edilir ve hacmi 27
ml’e TEK tamponu ile tamamlanir. 5 dk oda sicakhginda dinlendirildikten sonra, 4 °C,
4000 rpm’e 5 dk santrifiij edilir. Ust kistm uzaklastirildiktan sonra, ¢oken kistm 2,5 ml
TES-B* tamponu yardimiyla suspanse edilir ve 7,5 g asit ile yikanmig cam boncuklar
eklenir. 20 dk boyunca, 30 sn’si buzda dinlendirilip ve 30 s’si ise elde calkalanarak
tamamlanir. Bu siirenin ardindan 5 ml TES-B* tamponu eklenerek 4 °C 1000 rpm’e kadar
santriflij edilen maya stispansiyonlari, plastik santiriftic kaplarina transfer edilir. Bu islem 2
kez daha tekrarlandiktan sonra, plastik kaplar 4 °C 16.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir.
Ust kistm mezura ahndiktan sonra hacmi TES-B* ile 25ml’e tamamlanir. 940 puL NacCl
eklendikten sonra, 2,5 g PEG 4,000 iceren plastik tlplere transfer edilip, calkalanarak
suspanse edilir. 15 dk buz icinde inkibe edilen stispansiyonlar bu stirenin ardindan 4 °C
10.500 rpm’de 10 dk santriflij edilir. Coken kisstm 1 ml’lik TES-B* tamponu ile 2 kez
yikandiktan sonra 1,5 ml TEG ile stspanse edilir. Karisim eppilere transfer edilir ve sivi

nitrojen ile dondurulup -80 °C’de saklanir.



49

2.2.3. Ince Tabaka Kromotografisi

Ince tabaka kromotografisi gerek basit uygulanisi, gerekse de ucuz olmas: yéninden
tercih edilen bir kromotografi tiri oldugundan dolayi, fazla kullanilan bir yontemdir.
Genellikle karisimin kag farkli maddeden olustugunu anlamak icin, HPLC ve kapiler
elektroforez gibi ileri diizey kromotografik yontemlerden once kullanilir. Bu teknikte
maddelerin ayrisimi, maddenin polaritesine bagl olup, maddenin son ve ilk hali arasindaki
mesafe farkini gosteren “Rf” degerine baghidir.

Her bir madde farkli bir Rf degerine sahiptir. TLC sisteminin bilesenleri durgun faz
olarak, silika jel, alumina ve seliiloz absorbanlar ve hareketli faz olarak ta, ¢oziiclden
olusur. Cahsma sekli su sekilde gerceklesir. Oncelikle madde c¢izgi dogrultusunda
belirlenen konuma uygulanir ve daha sonra madde sahip oldugu polariteye bagl olarak
cozlcuyle birlikte, belli bir mesafeye kadar yurir. Cozuct ile belli bir mesafeye
yuridukten sonra, tabaka TLC bolmesinden alinarak ¢ozict ugurulur. Rf degeri asagidaki
sekil yardimiyla bulunur.

Madde ayriminin nicel olarak belirlemek icin UV gibi cesitli detekttrler kullanilabilir.

Sekil 20. Genel TLC calisma isleyisi

Bu calismada kullanilan maddeler '*C ile izotoptanmis maddeler olduklarindan
radyoaktiviteye hassas olan Berthold marka otomatik TLC linear analyzer kullaniimistir.
TLC sisteminde, ¢ozlcl buharlasmasini 6nlemek icin TLC bolmesi kapal tutulmak

zorundadir. Coziicu secimi maddenin polaritesine bagl olarak secilir.



50

Tablo 5. Flavonoid tirlerinin TLC boélmesinde kalma sureleri

Flavonoid tiri Deney tiirii Cozlci sistemi Kromotografi zamani
Flavononlar
Dihidroflavonollar . . C.AW _

] ) Enzim testi L 6 saat
3-deoksiflavonoidler (Kloroform, Asetik asit, Su=10:9:1)

Lekoantosiyadinler
Bitki _
Flavonollar C.AW 6 saat
ekstraktlar o

(Kloroform, Asetik asit, Su=10:9:1)
o Bitki _
Antosiyanidinler B.AW 8 saat
ekstraktlar: o

(Butanol, Asetik asit, Su=10:9: 1)

2.2.4. Enzimatik Sentez Icin Enzim Hazirlanmasi

14C ile etiketlenmis naringenin ve dihidrokaemferolun sentezlenebilmesi icin gerekli

olan enzim siispansiyonlari asagida belirtilen sekilde hazirlanmustir.

2.2.4.1. Naringenin Sentezi Igin Enzim Hazirlanmasi

2.2.4.1.1. Kalkon Sentaz Enziminin Hazirlanmasi

Naringenin sentezinde E. coli icinde heterolojik olarak ifade edilmis kalkon sentaz
(CHS) kullanildi. Tlgili klonlar Dr. Schroeder (Freiburg universitesi) tarafindan
saglanmistir. 90 pL 1 OD kalacak sekilde gerekli E. coli peleti dondurucudan alinir. 80 pL
1 OD olmak Uzere ekstraksiyon 0.2 M Tris/HCI (+ 1 mM EDTA, pH: 6.5) tampon
cozeltisi ile stispanse edilir. 10 pL 1 OD olmak Uzere gereken miktarda tampon eklenip
vortekslenir ve her 5 dk’da vortekslenmek sartiyla 30 dk buzda bekletilir. 10.000 rpm ve 4
°C sicakhikta 10 dk santriftij edilip Gst kistm alinir. Naringenin sentezi igin gerekli olan

CHS enzim ekstrakti gerceklestirilmis olur.
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2.2.4.1.2. Kalkon izomeraz Enziminin Hazirlanmasi

Gerekli sayida kolon hazirlanir. Sephadeks G-25 ile 1 cm’e kadar doldurulur. Su
yardimiyla hiz kontroli yapildiktan sonra, 0,05 M Tris/HCI 0,4% Askorbat pH:7,4
tamponu ile 5 kez yikanarak kolon hazirlama asamasi tamamlanir. Bir Dahlia tir olan 5
gr Eurostar dondurucudan almir ve Uzerine 2,5 kuartz ve 2,5 gr poliklar eklenir. 25 ml
tampon eklenir ve bitki parcalari 6gitilerek stspansiyon haline getirilir. Plastik kapa

aktarilan bu stispansiyon 10.000 rpm, 4 °C’de 10 dk santrifiij edilir ve tist kistm alinar.
2.2.4.2. Dihidrokaemferol Sentezi Iicin Enzim Hazirlanmasi
2.2.4.2.1. Flavonon 3-Hidroksilaz Enziminin Hazirlanmasi

FHT E. coli peletleri, 80 uL 1 OD (1 OD 1.000.000.000 adsorbsiyon gosteren 1 ml
medyum icin bakteri miktarin1 gosterir) olmak tzere, 0,2 M Tris/HCI (pH: 7) tampon
yardimiyla slispanse edilir. Bu asamanin ardi sira, 1 OD/10 pL lizozim’e kars1 gelecek
sekilde, lizozim c¢ozeltisi (1 mg lizozim/1 ml ekstraksiyon tamponu) eklenir.
Vortekslenerek ve her 5 dk’da vortekslenmek sartiyla 30 dk buzda bekletilir. Bu surenin
sonunda eppiler 10 dk 4 °C, 10.000 rpm’de santriflijlenerek, faz ayrimi saglanmis olur ve

ust kistm alinir.
2.2.5. Enzimatik Sentezler
2.2.5.1. (**C) ile izotoplanms Naringenin’in Enzimatik Sentezi

“14C —Nar, Britisch ve Grisebach, 1985’de belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.
1.000 pL’lik karisim iginde;
400 pL Kalkon sentaz ekstrakti (E. coli’den)
5 ML Ham 6zit (Dahlia variabilis, cv. Eurostar)
50 pL (14C)-malonil-CoA (15 nmol, 13 000 Bq)
50 pL p-koumaroyil-CoA (10 nmol)
450 pL 0,05 M Tris/HCI pH= 6,5

“Ham 6zt Dahlia bitkisinin tag yapraklarindan elde edilmistir.
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Oncelikle, hazirlanan eppilere ekleme su sirayla gerceklestirilir. Ilk olarak tampon
cozeltisi, ardi sira CHS, p-koumaroyil-CoA ve ham 6zt transfer edilir. En son olarak ta
(14C) ile izotoplanmis malonil-CoA eldiven yardimiyla eklenerek, reaksiyon baslatilir.
Eppiler her 10 dk’da bir vortekslenmek sartiyla 37 °C’de 45 dk inkiibe edilir. 50 L HAc
yardimiyla reaksiyon durdurulur. 400 pL EtOAc eklenip vortekslenir. 13.000 rpm’de 3 dk
santriftij edilir ve Ust fazlar bir balona alinarak, donen buharlastirict yardimiyla hacmi
azaltilir. Bu son islem 3 kez daha tekrarlanarak eppilerde bulunan bitin organik
maddelerin organik kisma gec¢mesi saglanir. En son buharlastirma islemi sonunda balon
alinarak metanol yardimiyla organik kalintilar 1,5 ml’lik eppendorf plastik tupune aktarilir.
5 pL’lik kismi scintillation counter yardimiyla sahip oldugu radyoaktivitesi Olculir ve
6500 dpm’lik kismi TLC seluloz tabakaya uygulanarak saflik kontrolt yapilir. TLC

¢ozlcusl olarak C.A.W kullanilir.

2.2.5.2. (**C) ile izotoplanmus Dihidrokaemferol’un Enzimatik Sentezi

YC-DHK sentezi, **C-NAR’in C halkasinin 3. pozisyonun, FHT enzimi yardimiyla
hidroksillenmesi ile yapilir. Bu deney Britsch vd, 1992°nin degistirilmis haliyle
gerceklestirilir.

1.000 pL’lik karigim iginde:

2,19 nmol (**C) — Naringenin (5 030 Bq=300.000 dpm)
200 pL st kistm (FHT ekstrakti)

50 pL 2-oksaglutarat (1 mg/ml H,0)

50 pL 0,56 mg FeSO4*7H,0 (0,56 mg/ml H,0)
700 pL 0,2 M Tris / HCI + 0,4% Askorbat, pH: 7,5

1%C ile izotoplanmis naringenin eppilerine, yukarida belirtilen miktarlarda bilesenler
konur ve reaksiyon, FeSO,*7H,0 eklenmesiyle baslatilir. Her 5 dk’da bir vortekslenmek
sartiyla 45 dk 30 °C’de inkiibe edilen bu eppilere, reaksiyonlar: durdurmak icin 50 uL HAC
eklenir. 400 pL EtOAc eklenip vortekslenir ve 13.000 rpm’de 3 dk santrifiij edilir. Ust faz
bir balona alinarak, dénen buharlastirici yardimiyla hacmi azaltilir. Bu son islem 3 kez
daha tekrarlanarak eppilerde bulunan bitiin organik maddelerin organik kisma gecmesi
saglanir. En son buharlastirma islemi sonunda balon alinarak metanol yardimiyla organik

kalhintilar 1,5 ml” lik eppendorf plastik tipine aktarilir. 5 pL’lik kismi scintillation counter
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yardimiyla radyoaktivitesi Olculir ve 6500 dpm’lik kismi TLC seluloz tabakaya
uygulanarak saflik kontroll yapilir. TLC ¢6zucisu olarak C.A.W kullanilir.

2.2.5.3. (**C) ile izotoplanmis Apigenin’in Enzimatik Sentezi

Her bir eppiye 100.000 dpm’lik naringenin transfer edilir. Uzerine sirasiyla 690 pL 0,1
M KPi-Tampon + %0.4 Askorbat (pH: 7,5) ve NADP" ¢ozeltisi eklenir. 50 pL Glukoz-6-
fosfat cozeltisi eklendikten sonra 1:10 oraninda seyretilmis 10 pL Glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz eklenerek, NADPH olusumu saglanmis olunur. Reaksiyon bir Dahlia turi
olan 200 pL’lik katzeldorf mikrozomlariyla baslatilir.

(Not; NADP*, Glikoz-6-fosfat ve Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz, kullanmamizin sebebi
NADPH’y1 ucuz hale getirmektir. NADPH direk olarak kullanilabilir)

Eppiler dénen makinede 1 saat boyunca inkibe edilir. Bu sure sonunda, 50 pL HAc ile
reaksiyon durdurulur. 400 pL EtOAc eklenir ve 13.000 rpm’de 3 dk santriftyj edilir ve (st
fazlar bir balona alinarak, dénen buharlastirici yardimiyla hacim azaltilir. Bu son islem 3
kez daha tekrarlanarak eppilerde bulunan bitin organik maddelerin organik kisma ge¢mesi
saglanir. En son buharlastirma islemi sonunda balon alinarak metanol yardimiyla organik
kahintilar 1,5 mI’lik eppendorf plastik tupune aktarilir. 5 pL’lik kismi scintillation counter
yardimiyla sahip oldugu radyoaktivitesi ol¢ilir ve 6500 dpm’lik kismi TLC seliiloz
tabakaya uygulanarak saflik kontroli yapilir. TLC ¢6zlicusi olarak C.A.W kullanilir.

2.2.5.4. (**C) ile izotoplanmis Kaemferol’un Enzimatik Sentezi

100.000 dpm DHK her bir epiye transfer edilir ve ¢dziici vakum desikator yardimiyla
uzaklastirilir. 90 pL’lik st kisim 1 OD’den kalmak (izere hesaplanan miktarda FLS E. coli
pelletleri dondurucudan alinir ve 0,2 M KPi, pH:7 (80 pL / 1 OD) ile suspanse edilir. 10
pL/1 OD olmak Uzere lizozim ¢ozeltisi eklendikten sonra her 5 dk’da vortekslenmek
sartiyla 30 dk buzda bekletilir. Bu stirenin bitimini takiben eppiler 4 °C, 10,000 rpm’de 10
dk santrifuj edilir ve Ust kisim alinir.

1.000 pL’lik karisim iginde;

(**C) -DHK (/5 030 Bg 100.000 dpm)
200 pL Ust kisim
50 pL 2-oksaglutarat (1 mg /ml H0)
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50 pL 0,56 mg FeSO4*7H,0 (0,56 mg/ml H,0)
700 pL 0,1 M KPi +0,4% Askorbat, pH:7,6
%C ile izotoplanmis DHK eppilerine, belirtilen miktarlarda ki bilesenler konur ve

reaksiyon, FeSO,*7H,0 ile baslatilir. Her 5 dk’da bir vortekslenmek sartiyla 30 °C’de 45
dk inkibe edilen bu eppilerdeki reaksiyonlar, 50 uL’lik HAc ile durdurulur. 400 puL EtOAc
eklenip vortekslenir. 13.000 rpm’de 3 dk santriftj edilir ve Ust fazlar balona alinarak,
donen buharlastirict yardimiyla hacmi azaltilir. Bu son islem 3 kez daha tekrarlanarak
eppilerde bulunan bitiin organik maddelerin organik kisma ge¢mesi saglanir. En son
buharlagtirma islemi sonunda balon alinarak metanol yardimiyla organik kalintilar, 1,5
ml’lik eppendorf plastik tupune aktarilir. 5 pL’lik kismi scintillation counter yardimiyla
sahip oldugu radyoaktivitesi 6l¢ilur ve 6500 dpm’lik kismi TLC seliloz tabakaya
uygulanarak saflik kontroll yapilir. TLC ¢6zucusu olarak C.A.W kullanilir.

2.2.5. Organik Sentez
2.2.5.1. (**C) ile izotoplanms isolikuiritigenin’in Sentezi

“14C _ISL sentezi, Nabaei ve Bannerjee,1990°da belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.

1.03 pmol 4-hidroksi(halka-U-**C) benzaldehit (284 MBg/mmol) ve 4.11 pmol 2,4-
dihidroksi asetofenon eppiye transfer edilir, hacim vakum desikator yardimiyla azaltilir.
Daha sonra 12 pL EtOH eklenir. 70 pyL 60% KOH (60 g/100 g cozelti) karisimi
eklendikten sonra, eppiler 5 gun, ginde iki kez sallanmak sartiyla oda sicakhiginda
bekletilirler. 5. giin sonunda 4 N HCI (pH:2) eklenerek renk degisimi gozlenir. ISL 4 kez
200 pL’lik EtOACc kullanilarak ayriltilir. Daha sonra donen buharlastirict yardimiyla hacmi
azaltilir ve TLC seliiloz tabakaya aktarilir. Madde ayrimi1 %30 HAc’lik TLC ¢ozeltisi ile
ayrildiktan sonra, spatll yardimiyla ISL toplanarak kolon kromotografisi ile saf hale

getirilir ve en son olarak 5 pL’lik kismi scintillaton counter ile 6lculr.
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2.2.6. Deneyler

2.2.6.1. F3’H Testi

Bu test Stotz vd, 1985’in degistirilmis sekliyle uygulanmistir. Toplam hacim 100uL

olmak Uzere bilesenler;

Tablo 6. F3’H ve F3’5’H aktivite testinin bilesenleri

F3’H test bilesenleri

Substrat 6500 dpm (**C) - Dihidrokaempferol
Protein ekstrakti 20 pL mikrozomal ¢ozelti

Tampon 75 pL KPi + %4 Askorbat (pH:7,5)
Kofaktor 5 uL NADPH 10 mM; 0,83 mg / 100 pL s. su
Cozicu CAW ya da % 15 HAc

Oncelikle substrat eppiye transfer edildikten sonra, ¢oziicii vakum desikator yardimiyla
uzaklastirilir. Ardindan diger bilesenler belirtilen miktarlarda eklenir. Reaksiyon NADPH
eklenmesiyle baslatilir. Eppiler 30 °C’de 15 dk inkiibe edildikten sonra, reaksiyon HAc
eklenmesiyle durdurulur ve EtOAc ile organik faz ayrimi saglanir. TLC sellloz tabakaya
uygulanan organik fazlar, CAW ya da %15‘lik HAc yardmyla yoratalar. TLC
tabakasindaki ¢ozuct belli bir sure bekletilerek ucurulduktan sonra, Berthold marka

otomatik TLC linear analyzer verim okutulur.

2.2.6.2. Optimum pH Deneyi

Her enzim ayn kosullar altinda farkl: substratlarla, belli bir pH degerinde, maksimum
verim gosterir ve bu pH, o enzimin optimum pH’i olarak adlandirilir. Her substrat ayn
enzimle olsa bile farkl bir optimum pH g0sterebilir. Bazi enzimler pH’a kars1 ¢ok duyarl:
olmadiklarindan dolay: genis bir pH araligi gosterirken bazilari da, pH’a karsi asir1 duyarh
olduklar1 i¢in kicuk bir pH araligr gostermektedirler. F3’H ve F3’5’H icin optimum pH
deneyi asagidaki gibi gerceklestirilir.
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Her bir tiipe, 6500 dpm’lik **C ile izotoplanmis substrat transfer edilir ve hacim vakum
desikator yardimiyla azaltilir. Bu asamada, farkli pH’lardan olusan tampon cozeltileri
hazirlanir. Daha sonra sirasiyla, enzim, farkli pH’larda hazirlanmis tampon cozeltileri ve
en son olarak da reaksiyonu baslatmak icin NADPH eklenir. Karisim, 15 dk 30 °C’de
inkiibe edilir. Reaksiyon 10 pL HAc ile durdurulur ve 70 pL EtOAc eklenir. 13.000
rpm’de 3 dk santriflij edildikten sonra Ust faz alinir ve TLC seliiloz tabakasina uygulanir.

En son asama olarakta C.A.W c¢o6ziiclst yardimiyla maddeler ayriltilir.

2.2.6.3. Optimum Sicakhk Deneyi

Her enzim, aym kosullar altinda belli bir sicakhikta maksimum verim gosterir. Bu
sicaklik o enzimin optimum sicakligi olup, substratin cinsine degil enzime baghidir. Her
enzim sadece bir optimum sicaklik degerine sahiptir. F3’H ve F3’5’H igin optimum
sicaklik deneyi asagidaki gibi gerceklestirilir.

Her bir tipe, 6500 dpm’lik **C ile izotoplanmis substrat transfer edilir ve vakum
desikator yardimiyla ¢ozlct kisim uzaklastirilir. Bu asamada cesitli sicaklik degerlerindeki
su banyolari hazirlanir ve daha sonrada sirasiyla 6nce enzim sonra tampon eklenir. Son
olarak ta enzim katalizorii olarak NADPH eklenir ve farkli degerlerde isitilmis su
banyolarina konur. 15 dk inkibe edildikten sonra, 10 uL HAc yardimiyla reaksiyonlar
durdurulup, 70 pL‘lik EtOAc eklenir. Vortekslenerek 13.000 rpm’de santrifiij edilir. Ust
kisim alinarak TLC seliiloz tabaka tizerine uygulanir. C.A.W ¢06ziiclsu yardimiyla madde

ayrimi saglanmis olur ve otomatik TLC linear analyzer ile verim 6lcilur.

2.2.6.4. Protein Duyarhhk Deneyi

Enzimler, belli bir miktardan sonra substratla reaksiyona girme egilimlerini
kaybederler. Enzimler belli bir miktara kadar substratlarla dogrusal olarak reaksiyona girer
ve bu 0Ozellik enzim grafiklerine diiz bir ¢izgiymis gibi yansir. Belli bir noktadan sonra
enzim miktar1 ne kadar artiliracak olursa olsun dénusim gorilmez. F3’H ve F3’5’H igin
protein duyarlilik deneyi asagidaki gibi gerceklestirilir.

Her eppiye 6500 dpm **C ile etiketlenmis substrat transfer edilir ve vakum desikator
yardimiyla ¢6ziicu kisim uzaklastirilir. Daha sonra, sirasiyla farkli miktarlarda enzim

eklenir. Ardindan, aym1 pH degerindeki tampon eklenir ve son olarak da NADPH ilave
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edilir. 15 dk aym sicaklikta inklbe edildikten sonra, 10 pL HAc yardimiyla reaksiyon
durdurup, 70 pL’lik EtOAc yardmmiyla ekstrakte edilir. Ust kissm ahinarak TLC seliiloz

tabakaya uygulanir. C.A.W ¢o6ziiclsi yardimiyla madde ayrimi saglanmis olur.

2.2.6.5. Sicakhk Duyarhhik Deneyi

Enzimlerin sicakhga bagl olarak enzim aktivitesinin nasil degistigini gérmek icin
sicaklik duyarhg: deneyi yapilir. Bltin enzimler belli bir sicaklik degerinden (bu deger
genellikle 40 °C'dir) sonra 3d yapilarmi kaybettikleri icin enzimler reaksiyon verme
yetenegini kaybederler. F3’H ve F3’5’H icin sicaklik duyarligi deneyi asagidaki gibi
gerceklestirilir (Not; ortam kosullari optimum olmak zorundadir).

Her eppiye 6500 dpm *C ile etiketlenmis substrat transfer edilir ve vakum desikator
yardimiyla ¢ozlct kisim uzaklastirilir. Bu asamada degisik sicaklik araliklarinda su
banyolar1 hazirlanir. Eppilere, enzim ve tampon eklenir ve 15 dk igin degisik sicaklik
araliklarina konur. Bu siire sonunda eppiler su banyolarindan alinarak 3 dk icin buzda
bekletilir ve ardindan NADPH eklenerek reaksiyon baslatilir. 15 dk optimum sicaklikta
bekletilir. Bu sireyi takiben 10 pL HAc yardimiyla reaksiyon durdurup, 70 pL’lik EtOAc
yardimiyla ekstrakte edilir. Ust kissm alinarak TLC seliiloz tabakaya uygulanir. C. AW

¢ozlcusl yardimiyla madde ayrimi saglanmis olur.

2.2.6.6. Zaman Kararhhk Deneyi

Bu deney zamanla, reaktantin driine donlsumu gostermek igin yapilir. Bu deney
optimum kosullar altinda gerceklestirilir.

Her eppiye 6500 dpm **C ile etiketlenmis substrat transfer edilir ve vakum desikator
yardimiyla ¢6ziicu kisim uzaklastirilir. Daha sonra enzim, tampon ve NADPH eklenir ve
degisik zaman araliklarinda su banyosuna konur. Her bir siire sonunda eppiler banyolardan
ahinarak 10 pL HAc yardmyla reaksiyon durdurup, 70 pL’lik EtOAc eklenir ve
vortekslenir. 3 dk 13.000 rpm’de santrifiij edilerek faz ayrimi saglanmis olur. Ust kisim
alinarak TLC seluloz tabakaya uygulanir. C.AW ¢6zicusi yardimiyla madde ayrimi

saglanmis olur.
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2.2.6.7. Kinetik Deney

Bu deneyin yapilmasinin amaci, bir enzimin substrat Gzerindeki aktivitesinin
incelenmesi icin gerekli olan ve enzimin substrata karsi ilgisini gosteren Km ve Vmax
degerlerini bulmak icindir. Gerekli sonuclar bulunduktan sonra ilgili Lineweaver-Burk
grafigi cizilerek Km ve Vmax degerleri bulunur. F3’H ve F3’5’H icin bu deney asagidaki
gibi gerceklestirilir.

Her bir eppiye, 6500 dpm’lik **C ile isotoplamis substurat: ile belli miktarlarda soguk
substrat eklenir ve hacim vakum desikator yardimiyla azaltilir. Daha sonra sirasiyla, enzim,
tampon ve reaksiyonu baslatmak icin NADPH eklenir. 15 dk 30 °C’de inkibe edilir ve
reaksiyon, 10 pL HAc ile durdurulur ve 70 pL EtOAc eklenir. 13.000 rpm’de 3 dk
santrifilj edilir. Ust faz alinarak ve TLC seliiloz tabakaya uygulanir ve en son asama olarak

C.A.W ¢0Ozuclsu yardimiyla madde ayrimi saglanmis olunur.

2.2.6.8. Protein Tayin Deney

Bu deney Lowry vd, 1951 testinin Sandermann, 1972 tarafindan yeninden diizenlenmis
haliyle gerceklestirilmistir.

Cesitli miktarlardaki enzimler, eppilere transfer edilir ve hacim saf su ile 600 pyL’e
tamamlanir. Ardindan, 5 pL 2% sodyum deoksikolat eklendikten sonra vortekslenip 15 dk
bekletilir. 200 pL 24% triklor asetik asit eklenir ve tekrar 15 dk bekletildikten sonra, oda
sicakhginda 10.000 rpm’de 5 dk santrifilj edilir. Ust kismi uzaklastirilan eppilere 1 ml
cozelti-1’den eklenir ve 15 dk oda sicakhiginda bekletilir. Bu siirenin bitimini takiben 100
pL Folin Ciocalteusreagens (1:1 oraninda su) eklenir. Eppiler, rengin saridan maviye
donmesi icgin 45 dk karanlikta bekletilir. Son asama olarak uv spektrofotometre yardimiyla
adsorbsiyon olcullr ve 10 pL enzim ¢ozeltisindeki pg protein miktar: bulunur.

Not. Standart dogru icin BSA kullanilir. BSA icin deney, yukaridaki proseddrin aynisi
uygulanarak gerceklestirilir. (0 uL (a), 10 pL (b), 20 pL (c), 30 pL (d), 40 pL (e) ve 50 pL
(f) * 3 kez)



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Kinetik Bulgular

3.1.1. Tagetes Erecta (F3’H)
3.1.1.1. Optimum pH

Bu deney normal F3’H testinden farkli olarak degisik pH’larda tampon kullanilarak
yapilmistir. pH’st 6,5 ile 8 arahgindaki tamponlar hazirlanarak uygulanmistir. Verim
takibinde otomatik TLC linear analyzer kullanilarak, Tagetes erecta’nin optimum pH’s1 7,5
olarak bulunmustur.
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Sekil 21. Tagetes erecta F3’H enziminin ISL ile pH’ya bagli olarak
olusan drdn miktarlar:

3.1.1.2. Tagetes Erecta (F3’H) Optimum Sicakhk

F3’H testinin bekletme isleminin farkli sicaklik degerleri kullanilarak uygulanmistir.
Sicakhigr 0 ile 60 °C arahgindaki su banyolar: kullamlarak gerceklestirilmistir. Verim
takibinde otomatik TLC linear analyzer kullanilarak Tagetes erecta F3’H i¢in optimum
sicakhik degeri 25 °C olarak belirlenmistir.
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Sekil 22. Tagetes erecta F3’H enziminin ISL ile sicakliga bagli olarak
olusan Urlin miktarlar:

3.1.1.3. Tagetes Erecta (F3’H) Zaman Duyarhg

F3’H aktivite testinin bekletme asamasimin farkli zaman araliklari segilerek
uygulanmistir. Bekletme icin 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 ve 50 dk sureleri secilmistir. Verim
otomatik TLC linear analyzer kullanilarak Tagetes eracta F3’H i¢in 50 dk’ya kadar olusan

urunun zamanla iliskisinin dogrusal oldugu belirlenmistir.
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Sekil 23. Tagetes erecta F3’H enziminin zamana bagli olarak ISL
ile olusan Grtn miktarlar
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3.1.1.4. Tagetes Erecta (F3’H) Sicakhk Duyarhg

F3’H aktivite deneyinden farki, enzimin o©nceden cesitli sicakhik degerlerinde
bekletilmesidir. Sicaklik degerleri olarak 0, 10, 20, 25, 30, 40, 50 ve 60 °C segilmis ve 15 dk
bu sicakliklarda bekletilmislerdir. Bu strenin ardindan, eppiler ayni sicaklik degerinde
olmalar: icin 3 dk buzda bekletilmis ve normal test uygulanmistir. Verim otomatik TLC
linear analyzer kullanilarak 6lctilmis ve 40 °C ve daha sonraki sicaklik degerlerinde protein

denatirasyonuna dolay: verimin gittikce disttgt belirlenmistir.
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Sekil 24. Tagetes erecta F3’H enziminin sicakliga kars1 gosterdigi
aktivite

3.1.1.5. Tagetes Erecta (F3’H) Protein Duyarhgi

0, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 ve 50 pL degerlerinde enzim kullanarak ve normal
F3’H testin aymsi uygulanarak gergeklestirilmistir. otomatik TLC linear analyzer
kullanilarak verim 6l¢ilmus ve 35 pg’a kadar substratla enzim arasindaki iliskinin dogrusal

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 25. Tagetes erecta F3’H enziminin protein miktarina bagh
olarak olusan Urtin miktarlar:

3.1.2. Arabidopsis Thaliana (F3’H)

3.1.2.1. Arabidopsis Thaliana (F3’H) Optimum pH

Bu deney normal F3’H testinden farkli olarak degisik pH’larda tampon kullanilarak
yapilmistir. pH’st 6,5 ile 8 arahgindaki tamponlar hazirlanarak uygulanmistir. Verim
takibinde otomatik TLC linear analyzer kullanilarak, Arabidopsis thaliana’nin optimum

pH’s1 7,4 olarak bulunmustur.
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Sekil 26. Arabidopsis thaliana F3’H enziminin ISL ile pH’e bagh
olarak olusan Grtin miktarlar
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3.1.2.2. Arabidopsis Thaliana (F3’H) Optimum Sicakhk

F3’H testinin dinlendirilmesinin farkli sicaklik degerleri kullanilarak uygulanmistir.
Sicaklik aralig1 0 ile 60 °C araligindaki su banyolar: kullamlarak gerceklestirilmistir. Verim
otomatik TLC linear analyzer kullanilarak Arabidopsis thailana icin optimum sicaklik
degeri 25 °C olarak belirlenmistir.
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Sekil 27. Arabidopsis thailana F3’H enziminin ISL ile sicakhga
bagli olarak olusan trtin miktarlary

3.1.2.3. Arabidopsis Thaliana (F3’H) Zaman Kararhgi

F3’H aktivite tayin testinin bekletme asamasinin farkli zaman araliklari secilerek
uygulanmigtir. Bekletme igin 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 ve 50 dk sireleri secgilmistir. Verim
otomatik TLC linear analyzer kullanilarak Arabidopsis thailana F3’H icin 50 dk’ya kadar

olusan Grtnin zamanla iliskisinin dogrusal oldugu belirlenmistir.



64

_ 350 -

©

£ 300

o /

§ 250 /

X

£ 200 /

c

T 150

3 Nl

2 100

c

o

=}

s ¢

O 0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Zaman [dk]

Sekil 28. Arabidopsis thailana F3’H enziminin zamana bagli olarak
ISL ile olusan tirtin miktarlar:

3.1.2.4. Arabidopsis Thaliana (F3’H) Sicakhk Duyarhg

F3’H aktivite deneyinden farki, enzimin Onceden farkli sicaklik degerlerinde
bekletilmesidir. Sicaklik degerleri olarak 0, 10, 20, 25, 30, 40, 50 ve 60 °C secilmis ve 15 dk
bu sicakhklarda bekletilmistir. Bu strenin ardindan, eppiler aym sicaklik degerinde
olmalart icin 3 dk buzda bekletilmis ve normal test uygulanmistir. Verim otomatik TLC
linear analyzer kullanilarak 6lctlmis ve 40 °C ve daha sonraki sicaklik degerlerinde protein

denaturasyondan dolay: verimin gittikge dusttgt belirlenmistir.
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Sekil 29. Arabidopsis thailana F3’H enziminin sicakliga karsi
gosterdigi aktivite
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3.1.3. Echinops Bannaticus (F3’5’H(1))

3.1.3.1. Echinops Bannaticus (F3’5’H(1)) Optimum pH

Bu deney normal F3’H testinden farkli olarak degisik pH’larda tampon kullanilarak
yapilmistir. pH’s1 6,5 ile 7,5 araligindaki tamponlar hazirlanarak uygulanmistir. Verim
takibinde otomatik TLC linear analyzer kullanilarak, Echinops bannaticus F3’5’H (1)’nin

optimum pH’s1 7,1 olarak bulunmustur.
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Sekil 30. Echinops bannaticus F3’5’H (1) enziminin ISL ile pH’e
bagli olarak olusan trin miktarlart

3.1.3.2. Echinops Bannaticus (F3’5’H(1)) Optimum Sicakhk

F3’H testinin bekletme asamasinin farkl sicaklhik degerleri kullanilarak uygulanmstir.
Sicakhigr 0 ile 60 °C arahgindaki su banyolar: kullamlarak gerceklestirilmistir. Verim
takibinde otomatik TLC linear analyzer kullanilarak Echinops bannaticus F3’5’H (1) icin

optimum sicakhk degerinin 34 °C olarak belirlenmistir.
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Sekil 31. Echinops bannaticus F3’5’H (1) enziminin ISL ile sicakhiga

bagli olarak olusan triin miktarlar

3.1.3.3. Echinops Bannaticus (F3’5’H(1)) Zaman Kararhg

F3’H aktivite tayin testinin bekletme asamasmin farkli zaman araliklart secilerek
uygulanmistir. Bekletme icin 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 ve 50 dk sureleri secilmistir. Verim
takibinde otomatik TLC linear analyzer kullanilarak Echinops bannaticus F3’5’H (1) i¢in 50

dk’ya kadar olusan drtiniin zamanla iliskisinin dogrusal oldugu belirlenmistir.
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Sekil 32. Echinops bannaticus F3’5’H (1) enziminin zamana bagl

olarak ISL ile olusan uriin miktarlar
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3.1.3.4. Echinops Bannaticus (F3’5’H(1)) Sicaklik Duyarhg

F3’H aktivite deneyinden farki, enzimin o©nceden cesitli sicakhik degerlerinde
bekletilmesidir. Sicaklik degerleri olarak 0, 10, 20, 25, 30, 40, 50 ve 60 °C segilmis ve 15 dk
bu sicakhklarda bekletilmistir. Bu strenin ardindan, eppiler ayni sicaklik degerinde
olmalar: icin 3 dk buzda bekletilmis ve normal test uygulanmistir. Verim otomatik TLC
linear analyzer kullanilarak 6lctilmis ve 40 °C ve daha sonraki sicaklik degerlerinde protein

denatiirasyonuna bagli olarak verimin gittikce dusttgi belirlenmistir.
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Sekil 33. Echinops bannaticus F3’5’H (1) enziminin sicakliga
kars1 gosterdigi aktivite

3.1.3.5. Echinops Bannaticus (F3’5’H(1)) Protein Duyarhg

0, 25,5, 7.5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 ve 50 uL degerlerinde enzim kullanilarak ve normal
F3’H testin aymsi uygulanarak gerceklestirilmistir. otomatik TLC linear analyzer
kullanilarak verim olctlmis ve 40 pg’a kadar substrat arasinda bir iliskinin dogrusal oldugu
belirlenmistir.
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Sekil 34. Echinops bannaticus F3’5’H (1) enziminin ISL ile protein
miktarina bagl olarak olusan urtin miktarlar

3.1.4. Sollya Heterophylla (F3’5’H(3))

3.1.4.1. Sollya Heterophylla (F3’5’H(3)) Optimum pH

Bu deney normal F3’H testinden farkli olarak degisik pH’larda tampon kullanilarak

yapilmistir. pH’s1 6,5 ile 7,5 araligindaki tamponlar hazirlanarak uygulanmistir. Verim

takibinde otomatik TLC linear analyzer kullanilarak Sollya heterophylla F3’5’H (3) igin

optimum pH’in 7 oldugu bulunmustur.
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Sekil 35. Sollya heterophylla F3’5’H (3) enziminin ISL ile pH’e
bagli olarak olusan Grtin miktarlar



69

3.1.4.2. Sollya Heterophylla (F3’5’H(3)) Optimum Sicakhk

F3’H testinin bekletme isleminin farkli sicakhik degerleri kullanilarak uygulanmistir.
Sicakhigr 0 ile 60 °C arahgindaki su banyolar: kullamlarak gerceklestirilmistir. Verim
takibinde otomatik TLC linear analyzer kullanilarak Sollya heterophylla F3’5’H (3) igin

optimum sicakhk degeri 20 °C olarak belirlenmistir.
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Sekil 36. Sollya heterophylla F3’5’H (3) enziminin ISL ile
sicakliga bagli olarak olusan rtin miktarlar

3.1.4.3. Sollya Heterophylla (F3°’5’H(3)) Zaman Kararhg

F3’H aktivite tayin testinin bekletme asamasinin farkli zaman araliklari secilerek
uygulanmistir. Bekletme icgin 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 ve 50 dk sireleri secilmistir. Verim
otomatik TLC linear analyzer kullanilarak Sollya heterophylla F3’5’H (3) icin 30 dk’ya

kadar olusan uruntin zamanla iligkisinin dogrusal oldugu belirlenmistir.
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Sekil 37. Sollya heterophylla F3’5’H(3) enziminin zamana baglh
olarak olusan Grtin miktarlart

3.1.4.4. Sollya Heterophylla (F3’5’H(3)) Sicakhk Duyarhg

F3’H aktivite deneyinden farki, enzimin ©nceden cesitli sicaklik degerlerinde
bekletilmesidir. Sicaklik degerleri olarak 0, 10, 20, 25, 30, 40, 50 ve 60 °C secilmis ve 15 dk
bu sicakhklarda bekletilmistir. Bu strenin ardindan, eppiler aym sicakhik degerinde
olmalar1 icin 3 dk buzda bekletilmis ve normal test uygulanmistir. Verim otomatik TLC
linear analyzer kullanilarak 6lctlmiis ve 40 °C ve daha sonraki sicaklik degerlerinde protein
denaturasyondan dolay: verimin gittikge disttgt belirlenmistir.
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Sekil 38. Sollya heterophylla F3’5’H(3) enziminin sicakliga karsi
gosterdigi aktiviteleri
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3.1.4.5. Sollya Heterophylla (F3’5’H(3)) Protein Duyarhg

0, 25,5, 7.5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 ve 50 pL degerlerinde enzim miktarlar1 kullanarak ve
normal F3’H testin aynis1 uygulanarak gerceklestirilmistir. Otomatik TLC linear analyzer

kullanilarak verim olctilmis ve 40 pg’a kadar substrat arasinda bir iliskinin dogrusal oldugu
belirlenmistir.

120 -

100 —

/

80

40 7/
20

0 20 40 60 80 100 120 140
Enzim miktari [ug]

L 4

Olusan butein miktari [pmol]

Sekil 39. Sollya heterophylla F3’5’H(3) enziminin protein miktarina
bagli olarak olusan trtin miktarlar

3.1.4.6. Sollya Heterophylla icin Kinetik Cahsmalar

3.1.5.4.1. Isolikuiritigenin Substrat Olarak Enzim Kinetigi

Cesitli miktarlarda substrat kullanilarak gerceklestirilmistir. Km degeri 3,75uM ve Vmax
degeri ise 2,58 pkat/kg olarak bulunmustur. Vmax/Km degeri 6,88 oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 40. Sollya heterophylla F3’5’H(3) enziminin isolikuiritigenin substrat olarak
Kinetigi

3.1.4.6.2. Kaemferol Substrat Olarak Enzim Kinetigi
Cesitli miktarlarda substrat kullanilarak gerceklestirilmistir. Km degeri 0,88 uM ve
Vmax degeri ise 3,15 pkat/kg olarak bulunmustur. Vmax/Km degeri 35,79 oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 41. Sollya heterophylla F3’5’H(3) enziminin kaemferol substrat olarak Kinetigi
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3.1.5. Rudbeckia Hirta (F3’H — Kozak)

3.1.5.1. Rudbeckia Hirta (F3’H — Kozak) Optimum pH

Bu deney normal F3’H testinden farkl: olarak tamponun farkli pH degeri kullanilarak
yapilmistir. pH aralig: 6,5 ile 8,25 araligindaki tamponlar hazirlanarak uygulanmistir.Verim
otomatik TLC linear analyzer kullanilarak Rudbeckia hirta F3’H i¢in optimum pH’in 7,5
oldugu bulundu.
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Sekil 42. Rudbeckia hirta F3’H enziminin pH’e bagli olarak
olusan Urln miktarlar

3.1.5.2. Rudbeckia Hirta (F3’H — Kozak) Optimum Sicaklik

F3’H testinin inktbasyonun farkl sicakhik degerleri kullanilarak uygulanmistir. Sicaklik
araligr 0 ile 60 °C arahgindaki su banyolar: kullanilarak gergeklestirilmistir. Verim takibi
otomatik TLC linear analyzer kullanilarak Rudbeckia hirta F3’H ic¢in optimum sicaklik

degerinin 25°C oldugu belirlenmistir.
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Sekil 43. Rudbeckia hirta F3’H enziminin sicakliga bagli olarak
olusan Urln miktarlar:

3.1.5.3. Rudbeckia Hirta (F3’H — Kozak) Zaman Kararhgi

F3’H aktivite tayin testinin dinlendirmenin farkli zaman araliklarn secilerek
uygulanmasidir. Zaman araliklar1 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 ve 50 dk sureleri secilmistir.
Verim otomatik TLC linear analyzer kullanilarak Rudbeckia hirta F3’H 15 dk’ya olusan

urtiniin zamanla iliskisinin dogrusal oldugu belirlenmistir.
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Sekil 44. Rudbeckia hirta F3’H enziminin zamana bagli olarak olusan
urtin miktarlar
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3.1.5.4. Rudbeckia Hirta (F3’H — Kozak) Sicakhk Duyarhg

F3’H aktivite deneyinden farki, enzimin o©nceden cesitli sicakhik degerlerinde
bekletilmesidir. Sicaklik degerleri olarak 0, 10, 20, 25, 30, 40, 50 ve 60 °C segilmis ve 15 dk
bu sicakhklarda bekletilmistir. Bu strenin ardindan, eppiler ayni sicaklik degerinde
olmalar: icin 3 dk buzda bekletilmis ve normal test uygulanmistir. Verim otomatik TLC
linear analyzer kullanilarak 6lctilmis ve 40 °C ve daha sonraki sicaklik degerlerinde protein

denatirasyonundan dolay: verimin gittikce disttgu belirlenmistir.
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Sekil 45. Rudbeckia hirta F3’H enziminin sicakliga karsi1 gosterdigi
aktiviteleri

3.1.5.5. Rudbeckia Hirta (F3’H — Kozak) Protein Duyarhg

0, 25,5, 7.5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 ve 50 pl degerlerinde enzim kullanilarak ve normal
F3’H testin aynis1 uygulanarak gerceklestirilmistir. Otomatik TLC linear analyzer
kullanilarak verim 6l¢tlmis ve 70 pg’ye kadar substrat ile arasindaki bir iliskinin dogrusal
oldugu belirlenmistir.
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Sekil 46. Rudbeckia hirta F3’H enziminin protein miktarina bagh
olarak olusan Grtin miktarlar

3.1.5.6. Rudbeckia Hirta i¢in Kinetik Cahsmalar

3.1.5.6.1. Isolikuiritigenin Substrat Olarak Enzim Kinetigi

Cesitli miktarlarda substrat kullanilarak gerceklestirilmistir. Km degeri 12,3 uM ve
Vmax degeri ise 23,80 pkat/kg olarak bulunmustur. Vmax/Km degeri 19,34 oldugu tespit
edilmistir.
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Sekil 47. Rudbeckia hirta F3’H enziminin ISL ile kinetigi
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3.1.5.6.2. Kaemferol Substrat Olarak Enzim Kinetigi

Cesitli miktarlarda substrat kullanilarak gerceklestirilmistir. Km degeri 1,06 uM ve
Vmax degeri ise 3,87 pkat/kg olarak bulunmustur. Vmax/Km degeri 36,509 oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 48. Rudbeckia hirta F3’H enziminin kaemferol substrat olarak kinetigi
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Tablo 7. Cesitli sus bitkilerinden klonlanan F3’H ve F3’5’H enzimlerinin substratlara karsi

olan ilgileri
Enzim adi Naringenin | Dihydrokaempferol | Kaempferol | Apigenin ISL
1- | Gerbera Hybrida F3'H +++ +++ +++ ++ -
2- | Gerbera Hybrida F3'H (8) +++ +++ +H+ - -
3- | Gerbera Hybrida F3'H (9) +++ +++ +++ ++ -
4- Dahlia CN F3'H +++ +++ +++ + +
5- Tagetes erecta F3'H +++ +4++ +++ ++ ++
6- | Echinops F3'H (1) +++ +++ +++ ++ -
7- | Echinops F3'H (6) +++ +++ +++ ++ +
8- [ Echinops F3'5'H (1) +++ +++ +++ ++ ++
9- | Echinops F3'5'H (6) +++ +++ +++ ++ -
10- | Wegvarte F3'H +++ +++ T.E. T.E. -
11- | Wegvarte F3'5'H (4) +++ +++ +++ ++ -
12- | Kornblume F3'H +++ +++ T.E. T.E. -
13- | Kornblume F3'H (27) +++ +++ +++ ++ -
14- | Arabidobsis F3'H +++ ++4+ 4+ ++ ++
15- | Osteospermum F3'H (11) +++ +++ +++ +4++ -
16- | Osteospermum F3'5'H +++ +++ +++ ++ -
17- | Rudbeckia hirta F3'H +++ +++ +++ ++ +++
18- | Rudbeckia hirta F3'H(nK) +++ +++ +++ ++ +
19- | Sollya F3'5'H (3) +++ +++ +++ ++ ++
(+++: Verim %50 tzerinde , ++: Verim %10-50 arasinda , +: Verim

%10 altinda, -: verim yok , T.E.: test edilmedi)
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Sekil 49. Rud. F3’H(K) — ISL Opt. pH grafigi

Sekil 50. Rud. hirta F3’H — NAR Opt. pH grafigi
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Sekil 51. Rud. hirta F3’H — DHK Opt. pH grafigi Sekil 52. Rud. F3’H(K) — API Opt. pH grafigi
_ 150 7,50

g 1w o~ & 700 /\\
E -l / \ E = 650 /‘_‘/

:g = / M :g © ’ /

5 E 120 S g 6,00

3 / & ‘/o/

& 110 ® 550 *

° / (¢}

100 ‘ ‘ ‘ 5,00 : : :
6 6,5 7 7,5 8 6,5 7 7,5 8 8,5
pH pH

Sekil 53. Rud. F3’H(K) — KAEM Opt. pH grafigi

Sekil 54. Sol. F3’5’H(3) — AP Opt. pH grafigi
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Sekil 55. Sol. F3’5’H(3) — DHK Opt. pH grafigi

Sekil 56. Sol. F3’5’H(3) — KAEM Opt. pH grafigi
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Sekil 57. Sol. F3’5’H(3) — NAR Opt. pH grafigi

Sekil 58. Sol. F3’5’H(3) — ISL Opt. pH grafigi
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Sekil 59. Ger. F3’H — NAR Opt. pH grafigi

Sekil 60. Ger. F3’H — DHK Opt. pH grafigi
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Sekil 61. Ger. F3’H — KAEM Opt. pH grafigi

Sekil 62. Ger. F3’H — API Opt. pH grafigi
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Sekil 69. Ech. F3'5’H(1) — API Opt. pH grafigi

Sekil 70. Ech. F3°5’H(6) — DHK Opt. pH grafigi
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Sekil 79. Ech. F3’H(6) — NAR Opt. pH grafigi

Sekil 80. Ger. F3’H(8) — NAR Opt. pH grafigi
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Sekil 81. Ger. F3’H(8) — KAEM Opt. pH grafigi

Sekil 82. Ger. F3’H(8) — DHK Opt. pH grafigi
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Sekil 85. Ger. F3’H(9) - KAEM Opt. pH grafigi

Sekil 86. Ger. F3’H(9) — API Opt. pH grafigi
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Sekil 89. Korn. F3’H(27)-KAEM Opt. pH grafigi

Sekil 90. Korn. F3’H(27)-NAR Opt. pH grafigi
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Sekil 91. Korn. F3’H(27) — API Opt. pH grafigi

Sekil 92. Ost. F3’H(11) - KAEM Opt. pH grafigi
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Sekil 93. Ost. F3’H(11) — DHK Opt. pH grafigi

Sekil 94. Ost. F3’H(11) — NAR Opt. pH grafigi
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Sekil 99. Weg. F3’H — NAR Opt. pH grafigi

Sekil 100. Weg. F3°’5’H(4) — DHK Opt. pH grafigi
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Sekil 101. Weg. F3'5’H(4) - KAEM Opt. pH grafigi

Sekil 102. Tag. F3’H — ISL Opt. pH grafigi
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Sekil 103. Tag. F3’H — KAEM Opt. pH grafigi

Sekil 104. Tag. F3’H — DHK Opt. pH grafigi
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Sekil 105. Dah. F3’H — NAR Opt. pH grafigi

Sekil 106. Dah. F3’H — KAEM Opt. pH grafigi
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Sekil 107. Dah. F3’H — DHK Opt. pH grafigi

Sekil 108. Rud. F3’H(nK) — DHK Opt. pH grafigi



4. SONUCLAR VE ONERILER

Elde edilen substrat spesifite bilgilerinden yola ¢ikarak, isolikuiritigenin (ISL) ile
reaksiyona giren 10 bitkiden ifade edilen 19 farkli klonlardan; Rudbeckia hirta-Kozak,
Rudbeckia hirta-nonKozak F3’H, Tagetes eracta F3’H, Dahlia Chat Noir F3’H,
Arabidopsis thaliana F3’H, Echinops bannaticus F3’5’H (1), Echinops bannaticus F3’H
(6) ve Sollya heterophylla F3’5’H (3) enzimlerin ISL’yi 3 ve 3’5’ pozisyonlarindan
hidroksilleyebildigi belirlendi. Bu 6 klondan ISL ile vermis oldugu verim bakimindan
ortaya konuldugunda en aktif enzimin Rudbeckia hirta-kozak oldugu belirlendi ve onu
aktivite yonlnden sirasiyla Arabidobsis thaliana F3’H, Echinops bannaticus F3’5’H (1),
Tagetes eracta F3’H, Sollya heterophylla F3’5’H (3), Echinops bannaticus F3’H (6) ve
Rudbeckia hirta-nonKoz izledi. Rudbeckia hirta-nonkozak F3’H enziminin disik verim
vermesi beklenenin tersine bir durum olusturdu. Gen dizi bakimindan bakildiginda
Rudbeckia hirta-Kozak dizisinin baglangi¢ kisminda olan bir amino asidin mutasyonla
degistirilmesi ile olusturulan bu enzimin disuk aktivite gdstermesinin sebebininin, enzimin
ifade edilmesi sirasinda iyi klonun elde edilememis olasiligi 6nemli bir sebep olarak
gosterilebilir. Iyi ifade edilmediginden dolayr mayada heterojenik olarak ifadeside paralel
olarak etkileyecektir ve ¢ok aktif bir enzim ifade edilemeyecektir. Affinite ilgili olarak
ilgin¢ bir olayda Chicory bitkisinden ifade edilen F3’H ve F3’5’H enzimlerinin ISL ile
reaksiyon vermemesidir. Bilindigi gibi bir antosiyanidin turi olan mavimsi renklerin
olusumunda anahtar rol oynayan delphinidin ve tlrevlerininin sentezinde bu enzime ihtiyac
duyulmasidir. Bu birlesikler chicory bitkisinde yogunca bulunmaktadir. B. napus bitkisinde
ayni enzimin iki farkl: gen dizisine sahip olan iki farkli enzim aktivitesi tespit edilmistir.
Bdyle bir durumunda chicory icinde mevcut olabilecegidir.

Optimum pH grafikleri incelendiginde apigenin’in diger substratlara gore daha bazik
ortami seven bir substrat oldugu belirlendi. Naringenin, isolikuiritigenin, kaemferol ve
dihidrokaemferol’un benzer optimum pH’li ortamlari sevdikleri belirlendi. Echinops
bannaticus’dan elde edilen F3’H ve F3’5’H enzimlerin disik pH’larda calistiklar:
belirlendi. Apigeninin enzimlerle verdikleri verim incelendiginde diger flavonoidlere gore
cok daha duslk bir aktivite gosterdigidir. Isolikuiritigenin kalkon olmasina ragmen bazi
enzimler icin apigenin’den daha iyi bir substrat oldugu belirlendi.
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Aktivite deneyinin tayini i¢in yapilan gen dizi karsilastirmalarda farkl ¢ bazin bir
araya gelmesiyle olusan amino asitler bazlar yerine kullanilmistir. Clink bazlar tizerinden
yapilan gen dizi karsilastirllmas: bize yanhs yonlendirebilir. Ayni amino asit farkh
bazlardan olusabilmektedir. Bundan dolay: gen dizileri mevcut olan enzimlerin dnce
dizileri amino asite cevrilmis ve daha sonra gen dizi karsilastirilmasina gegilmistir.
Gerbera hybrida klonlarindan sadece Gerbera hybrida (8) numarali klonun apigenin
substrat1 ile reaksiyona girmedigi belirlendi ve nedeninin arastirllmas: i¢in gez dizisi
karsilastirilmas: dncelikle kendi tlriinden klonlanan Gerbera hybrida ve Gerbera hybrida
(9) klonlaryla karsilagtirmas: yapildi (Sekil 109). Gen dizi karsilastirilmasiyla sirasiyla
412, 441, 500, 529, 547, 551, 556, 573 ve 580. bolgelerde farkliliklar bulundu. Reaksiyon
vermemesinin sebebinin bulunabilmesi icin ikinci bir gen dizi Kkarsilastirmas: bitin
enzimler kullanilarak yapildi. 423. ve 511. bolgede diger enzimlerin dizilerinde olmayan
amino asidin varligi bulundu. Benzer bir karsilastirma da isolikuiritigenin igin yapildi
(Sekil 110). ISL ile reaksiyonlar veren enzimler belirlenip, onlarin gen dizilerindeki
benzerlikler bulunduktan sonra ISL ile reaksiyon vermeyen substratlarin gen dizileri
kullanilarak gerceklestirildi Sekil-111. Isolikuiritigenin icin Iso ile reaksiyon verenler ile
vermeyenler arasinda 204, 241, 301, 314 ve 473.bolgelerde farkliliklar bulundu.

Bu calismanin ileriki asamasinda yapilabilecek sey gen dizisinde aktivite ya da
inaktivite sorumlu olan amino asitlerin mutasyona ugratilip, enzimin aktivitesi tizerinde rol

oynayip oynamadigini belirlemektir.
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Sekil 109. Gerbera hybrida, Gerbera hybrida (8) ve Gerbera hybrida (9) enzimlerinin protein asit dizisine
gore karsilastiriimasi
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Sekil 110. Ger. Hyb. F3’H(9), Ost. F3’H (11), Weg. F3’H, Rud. F3’H (Koz), Taget. F3’H,
Dahlia CN F3’H, Korn F3’H (24), Kornblume F3’H (27), Sol. F3'5’H (3)
enzimlerinin amino asit dizisine gore karsilastiriimasi



Sekil 110’nun devam

Gerbera-hyb
Gerbera-hyb9
Gerbera-Hyb8
Osteospermum11
Dahlia-CN
TagetesF3H
Rudbeckia-K
WegvarteF3H
EchF3H

Kom24 N
Kom27 N

EchF35H
SolF35H(3)

Gerbera-hyb
Gerbera-hyb9
Gerbera-Hyb8
Osteospermum11
Dahlia-CN
TagetesF3H
Rudbeckia-K
WegvarteF3H
EchF3H
Korn24
Korn27
EchF35H
SolF35H(3)

Gerbera-hyb G

Gerbera-hyb9
Gerbera-Hyb8
Osteospermum11
Dahlia-CN
TagetesF3H

Rudbeckia-K .

WegvarteF3H
EchF3H
Korn24
Korn27
EchF35H
SolF35H(3)

Gerbera-hyb
Gerbera-hyb9
Gerbera-Hyb8
Osteospermum11

TGAGIGI--A s

lllN NSGHGE @

360

TITSSSTII. A
y | EE.

Dahlia-CN lME

TagetesF3H
Rudbeckia-K
WegvarteF3H
EchF3H
Korn24
Korn27
EchF35H

SolF35H(3) N

Gerbera-hyb
Gerbera-hyb9
Gerbera-Hyb8
Osteospermum11
Dahlia-CN
TagetesF3H
Rudbeckia-K
WegvarteF3H
EchF3H
Korn24
Korn27
EchF35H
SolF35H(3)

320

GIIIIISTI

|
N
.l.
y |
-
.B.
B.
y |
.B.
.M.
.M.
M.
.
420
PSTPISIPI
[ [ y |
| N
| y |
[ | N |
[T [ ]
B
([ [ [ [ B
A.. N |
H.. N |
. [B]E y |
l... .B
B.AL |

91

AlER llTAG 339
| B

306

. 306
N . 302
N . 301
.. 301
.. 301
.. 304
.. 300
. 306
.. 307
.. 314
. 309

O B O R ) 0 5

w -
&
3

389
356
356
352
351
351
351
354
350
356
357
364
359

439
B 406
. 406
. 402
. 401
401
401
. 404
. 400
. 406
. 407
B 414
. 409

L
>3 > > > NN

>

® -

B O T[S Y Y Y O




92

Tablo 7 incelendiginde en iyi substratlarin sirasiyla naringenin (flavonon), kaemferol
(flavonol), dihidrokaemferol (dihidroflavonol), apigenin (flavon) ve sonuncu sirada da
isolukuiritigenin oldugu goérulmektedir. Apigeninin diger flavonoid tirlerine gore daha
kotu substrat olmasi, tam olarak aciklanamamakla birlikte Gelinda, 2003’deki doktora
tezinde bulunan sonuclarla uyusmamaktadir. Gelinda’nin tezinde belirtilen Arabidobsis
thaliana’nmin aymi substratlar ile verdikleri reaksiyonlar belirtilene gore apigenin
dihidrokaemferol’dan daha iyi bir substrat oldugu belirtilmisti. Bu calismada Gelinda’nin
tezinin aksine apigenin dihidrokaemferoldan cok daha kot bir subsrat oldugu
belirlenmistir  (deney aym enzimle, butlin substratlar icin aym sartlarda
gerceklestirilmistir). Apigenin en iyi verimini Osteospermum bamba (11) klonu ile
vermistir (%57). Onu sirasiyla Gerbera hybrida (9) ve Arabidopsis thaliana izlemistir.

ISl ile %10’nun altinda verim veren Dahlia CN F3’H, Ech. F3’H(6) ve Rudbeckia hirta
F3’H (nK)’larin daha aktif bir sekilde ifade edilemedikleri igin onlarin kinetik ¢alismalar:
gerceklestirilememistir.

Bu calismanin devaminda fizyolojik 6nem tasiyan isoliquiritigenin adli kalkonun
buteine donusturebilen enzimler ile reaksiyon vermeyen enzimlerin sayisi artirilarak yani
ISL ile reaksiyon vermeyen diger enzimler kullanilarak yapilacak genis protein dizi
karsilastirmasinda bulunacak aktiviteden sorumlu boélge sayisi dusdrilebilir ve bu
bolgedeki bazlar mutasyona ugratilarak gerekli amino asitler olusturulup, enzim yeniden
heterolojik olarak mayada ifade edilip ISL ile reaksiyona sokarak aktiviteden sorumlu
amino asitler bulunabilir. Aynmi prosediir Gerbera hybrida (8) klonu icinde gecerli olup
benzer bicimde enzimin aktif bolgesinde bulunan ve enzim aktivitesinden sorumlu amino
asitler bulunabilir. Bu ¢calismanin bir diger boyuntunda ¢iceklerinde yogunca delphinidin
iceren bitkilerden bu enzimler klonlanip ISL (zerinde aktiviteleri tekrar kapsamli olarak
incelenebilir. Cunkl cicek renk pigmentlerinden olan delphinidin ve tlrevlerinin

sentezlenebilmesi igin bu enzimler aktivitesinin yiiksek olmasi gerekmektedir.
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