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OZET

Hypericum retusum Aucher’in KALLUS VE HUCRE SUSPANSIYON
KULTURLERINDE HIPERISIN TUREVLERININ URETILMESI

DOKTORA TEZi
Hilal SURMUS ASAN

DICLE UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI

2013

Bu calismada, tibbi bitki olarak potansiyel dnemi olan Hypericum retusum Aucher’in kallus ve
slispansiyon kiiltiirleri ile ¢ogaltimi i¢in uygun bir ¢aligma prosediirii tanimlanmasi ve bu kallus ve
stispansiyon kiiltiirlerinde bu bitkinin farmakolojik olarak 6nemli alti fenolik bilesiginin (hiperisin,
hiperosid, klorogenik asit, psodohiperisin kuersetin ve rutin) igeriklerinin arastirilmasi amaglanmistir.
Fenolik bilesen miktarlarinin belirlenmesi LC-MS/MS araciligi ile yapilmustir.

Ik olarak kallus kiiltiiriiniin olusturulmas1 igin en uygun eksplant belirlendi. Bunun icin dogal
yetisme ortamindan toplanan H. retusum’un yaprak, govde ve kok kisimlarmin fenolik bilesen igerikleri
arastirillmistir. H. retusum’un farkli kisimlart arasinda en yiiksek fenolik bilesen igerikleri bitkinin yaprak
kismindan elde edilirken en diisiik miktarlar da koklerden elde edilmistir. H. retusum 'un tohumlari, bitki
biiyiime diizenleyicisi (BBD) icermeyen MS besi ortaminda ¢imlendirildi ve 0.5 mg/L BAP iceren MS
besi ortaminda prolifere edildiler. Bu siirgiinlerin yapraklari kallus olusumu i¢in kullanilmustir.

Kallus iiretimi ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin kurulmasinda en iyi kiiltiir gelisimi ve en
yiiksek fenolik bilesen miktarlarini elde etmek amaciyla farkli seker ve kombinasyonlar: ( 15, 30 ve 50
g/L sukroz ve glukoz ), farkli pH degerleri (pH 4.5, 5.8, 6.5) ve farkli 151k uygulamalarinin (siirekli
aydinlik, kontrol (16 saat aydinlik 8 saat karanlik) ve siirekli karanlik) etkileri arastirtlmigtir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda en iyi kallus olusum yiizdesi (%70) 0.5 mg/L KiN + 1.0 mg/L 2,4-
D ilaveli ortamdan elde edilmistir. Kallus gelisiminde 30 g/L sukroz, pH 5.8 ortami ve kontrol
grubundaki 151k kosullarmin (16 saat aydinlik, 8 saat karanlik) kullanildigi MS ortamlarinin pozitif etkiye
sahip oldugu goriilmistiir. Isik uygulamalarinda kontrol grubunun en yiiksek fenolik bilesen igerigine
sahip oldugu bulunmustur. Farkli pH degerleri ve sekerlerin kullanildig1 uygulamalarda fenolik bilesen
icerikleri uygulama gruplar1 arasinda degiskenlik gostermistir. En iyi slispansiyon kiiltiirleri 0.1 mg/L
BAP+0.5 mg/L 2,4-D ve 0.5 mg/L KIN+1.0 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda gelisen kalluslardan
elde edilmis ve siispansiyon kiiltiirlerinin baslatilmasinda bu ortamlar kullanilmistir. Siispansiyon
kiiltiirleri tizerine yapilan uygulamalar sonucunda en iyi kiiltiir gelisimi gosteren ortamlarin, 0.5 mg/L
KIN+1.0 mg/L 2,4-D, pH 5.8, karanlik kosullarindaki ve 30 g/L sukroz igeren MS ortamlar1 olmustur. En
yiiksek fenolik bilesen miktarlarinin, 0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D hormon ilaveli, pH 4.5 (hiperisin ve
hiperosid harig) ve 15 g/L sukroz igeren kiiltiirlerden elde edilmistir. Isik uygulamalarinda ise fenolik
bilesen igerikleri uygulanan gruplar arasinda degiskenlik gostermistir.

Bu tez calismasiyla elde edilen bulgularin, H. refusum 'daki sekonder metabolitlerin ayrintilt
analizleri ve Uretimlerinin artirilmasina yonelik ileri iyilestirme g¢aligsmalarna temel olusturabilecegi
diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fenolik bilesikler, Hypericum retusum Aucher, kallus kiltiiri, LC-MS/MS,
stispansiyon kiiltiirii.
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ABSTRACT

PRODUCTION OF HYPERICIN DERIVATES FROM CALLUS AND CELL
SUSPENSION CULTURE OF Hypericum retusum Aucher

PhD THESIS
Hilal SURMUS ASAN

DEPARTMENT OF BIOLOGY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2013

In this study, it has been aimed to describe a working procedure for callus and suspension culture
of H. retusum which has a potential value as a medicinal plant, and to study the contents of seven
pharmacologically important phenolic constituents (pseudohypericin, hypericin, hyperforin, rutin,
hyperoside and quercetin) in callus and suspension culture. The determination of phenolic compounds
was performed by LC-MS/MS.

To start with, the most convenient explant type was determined for the establishment of
callogenesis. To do this, the phenolic compounds of leaves, stems and roots H. refusum Aucher grown in
nature were investigated. Among the different parts of H. retusum, the least phenolic compound was
obtained from the roots, while the leaf showed the highest phenolic compounds. Seeds of H. retusum
were germinated in plant growth regulators (PGR) free Murashige and Skoog (MS) medium, and axenic
apical tips were proliferated in MS medium containing 0.5 mg/L BAP. Leaves of these shoots were used
for callus induction.

Effect of different sugar combinations ( 15, 30 ve 50 g/L sucrose and glucose ), effect of medium
pH (pH 4.5, 5.8, 6.5) and different light applications (constant light, control (16 h light 8 h dark) and
constant dark) were investigated on the callus production and the establishment of suspension cultures in
order to obtain the optimum culture condition and the highest amount of phenolic contents.

In this study, the best percentage of callus formation (%70) was obtained from 0.5 mg/L KIN +
1.0 mg/L 2,4-D supplemented MS medium. The MS medium containing a 30 g/L sucrose with, pH 5.8
and under 16 h light 8 h dark of light conditions was found to have a positive effect on the callus growth.
The highest phenolic compounds of the light applications was found on the control group (16 h light 8 h
dark). Phenolic compounds of callus grown in MS medium with different pH value and sugars varied
among the treatments.

The better suspension cultures were obtained from callus grown on a MS medium supplemented
with 0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D and 0.5 mg/l KIN+1.0 mg/L 2,4-D and these media were used for
the initiation of suspension cultures. As a result of the treatments applied the best growth of suspension
cultures was on MS medium supplemented with 30 g/L sucrose 0.5 mg/L KiN+1.0 mg/L 2,4-D at pH 5.8
under constant dark conditions. The highest phenolic compounds obtained from a MS medium containing
0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D at pH 4.5 (except hypericin and hyperoside) and 15 g/L sucrose. The
phenolic compounds of suspension culture under the different light conditions varied among the
treatments.

The results reported from this study are thought to provide a basic knowledge for detailed
analysis and the production of secondary metabolites of H.retusum Aucher.

Keywords: Callus culture, Hypericum refusum Aucher, LC-MS/MS, phenolic compounds, suspension
culture.
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HILAL SURMUS ASAN

1. GIRIS

Tedavi edici 6zellige sahip dogal iirlinlerin kullanimi insanlik tarihi kadar
eskidir. Insanlar ilk ¢aglardan bu yana karsilastiklar: saglikla ilgili problemler karsisinda
oncelikli olarak bitkilerle tedavi yoluna gitmiglerdir. Bu sayede bitkilerle tedavi
gbzlemler sonucu elde edilen deneyimlerin nesiller boyu kusaktan kusaga aktarilmasiyla

glinlimiize kadar gelistirilerek gelmistir.

Bugiin diinya niifusunun % 60’1 ve gelismekte olan iilkeler niifusunun % 80’1
tedavi gereksinimlerini biiyiik dl¢iide tibbi bitkilerden saglamaktadir (Dhillion ve ark.,
2002). Bugiine kadar bitkilerden iiretilen yaklasik 100.000 adet biyolojik aktif bilesen
tanimlanmis olup bu say1 her gecen yil artmaktadir (DellaPenna, 2001). Diinya ¢capinda
kabul gormiis ilaglarin % 25’1 ve 121 etken madde bitkisel kokenlidir. Diinya Saglik
Teskilat1 (WHO) tarafindan temel ve esas olarak kabul edilen 252 ilacin 28’1 (% 11.1)
bitkisel orijinlidir ve 6nemli bir kismi1 da dogal ham maddelerden elde edilen sentetik

ilaglardir (Hoareau ve DaSilva, 1999).

Bu bitkiler arasinda Onemli yeri olan Hypericum perforatum, Guttiferae
familyasindan ¢ok yillik bir bitki olup 2000 yildan daha uzun siiredir tedavide
kullanilmaktadir. “Hypericum’ ad1 yunanca hyper (iistiinde) ve eikon (ikon ya da resim)
kelimelerinden olusmaktadir. Eski Yunan ve Roma’da mistik bir giicii olduguna, koti
ruhlardan ve kotiiliiklerden koruduguna dair gelisen inaniglar nedeniyle heykellerin
tizerinde motif olarak kullanilmistir (Toker ve ark. 2002). Tiir ismi olan “perforatum”
ise yapraklari tizerinde bulunan kiigiik, yar1 saydam salgi ceplerinin olusturdugu delikli
goriiniisii tanimlamaktadir(Bombardelli ve Morazzoni 1995; Blumenthal ve ark.2000).
En yaygin tiirii olan H. perforatum’dur ve Saint John’s Wort adi ile tiim diinyada
taninmaktadir. Saint John’un bitkisi anlamima gelen bu isim bitkinin ¢igeklenme
doneminin her yil Saint John’s giinii olarak kutlanan 24 Haziran’a denk gelmesi

nedeniyle verilmistir (D1 Carlo ve ark. 2001).

Diinyanin ¢esitli iliman bdlgelerinde yetisen bu bitki 25-60 cm boyunda olup,
otsu veya algak calimsidir. Cok yillik olup, sacak kok sistemine sahiptir, yapraklar tam
yaprak formundadirlar ve sap lizerinde karsilikli olarak dizilmislerdir (Se¢men, 1986).
Hypericum tiirlerinin yeryiiziindeki sayis1 yaklasik 400 adet olup Avrupa, Asya ve
Kuzey Afrika’da genis yayilis gosterir. Ulkemizde 84 tiirii bulunan Hypericum,
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Marmara, Karadeniz, Ege, Orta ve Dogu Anadolu, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu
bolgelerinde yayilis gostermektedir. Gilineydogu Anadolu Bolgesi’'nde 13 tiirli
bulunmaktadir. Kantaron, kantarum, koyunkiran ve binbirdelik otu adlariyla da bilinir

(Baytop 1984;Baytop, 1999; Kagar, 2004

Geleneksel tedavide Hypericum’un yaprakli, ¢igcekli ve meyvali dallart ile
koklerinden elde edilen o6ziitleri kullanilmaktadir. Bu 6ziitler, mide rahatsizliklarinda
(gastrit, iilser), istah agici, sarilikta, distan yaralarda iltihap kurutucu olarak (merhem
yapilarak), ayak mantarinda, dis eti iltihaplanmasinda (gargara yaparak), balgam
sOktiiriicii, siniizitte, barsak iltihabinda, basurda, atesli hastaliklarda ates dustiriicli ve
kan yapici Ozellikleri 1ile geleneksel olarak bircok hastalifin tedavisinde

kullanilmaktadir ( Volz,1997 ).

Hypericum tiirlerinde c¢ok sayida biyolojik aktif kimyasal gruplar tespit
edilmistir. Bunlardan en Onemlileri naftodiantronlar (hiperisin, psddohiperisin,
protohiperisin v.b.); flavonoidler (kamferol, kersetin, luteolin, hiperin, hiperosid v,b.);
floroglusinoller (hiperforin, furohiperforin v,b.) ve ugucu yaglardir. Hiperisin ve
hiperforin, Hypericum’un gosterdigi klinik etkilerin ¢ogundan sorumlu olup iizerinde en
cok calisilan bilesenleridir. H. perforatum’ da gigeklerin ve yapraklarin ¢evresinde gozle
acikca goriilebilen siyah oval noktaciklar H. perforatum igin karakteristiktir. Bu oval
noktaciklar (salgi cepleri), hiperisin toplama ve 6zel flavonoid molekiillerini iceren
kisimlardir (Baytop, 1972, 1999; Kagar 2004). Hiperisin, H. perfaratum’dan elde edilen
bilinen en giiglii 1518a duyarli dogal pigmenttir.

Bu tiirtin anti depresan (Wentworth ve ark., 2000; Oztiirk, 1997), anti viral, anti
bakteriyal (Meral ve Karabay, 2002; Keles ve ark. 2001), kanser (Coopper, 2006; Ali ve
ark., 2001), yara ve yaniklarda iyilestirici etkileri vardir (Neves ve ark., 2009; Vollmer
ve Rosenson, 2004).

Hypericumlara biitiin bu 6zellikleri veren hiperisin ve hiperforin birer sekonder
metabolittir. Sekonder metabolitler, bitkiler tarafindan iiretilen, onlarin yasamsal
fonksiyonlar1 tizerinde primer metabolitler gibi etkileri bulunmayan fakat en az bitkinin
yasamsal islevleri ile dogrudan iligkili primer metabolitler kadar énemli maddelerdir

(Endress 1994).
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Genis biyolojik aktivitelerinden dolayi, cesitli sekonder metabolitleri igeren
bitkiler, yiizyillardir geleneksel halk ilaci olarak kullanilmakta olup giinlimiizde de basta
ilag olmak {izere; gida, kozmetik ve zirai miicadele sektorlerinde ekonomik agidan
oldukca onemli kimyasallar olarak tanimlanmaktadirlar. Son yillarda bitki sekonder
metabolitlerinin ekonomik Onemindeki artis, sekonder metabolizma ve 0&zellikle
sekonder metabolitlerin hiicre ve doku kiiltiirleri ile iiretimine biiyilik bir akademik ve

ticari ilginin dogmasina sebep olmustur.

Bitki biyoteknolojisinin kullandig1 temel yontemlerden biri olan doku kiiltiirii,
steril kosullarda yapay bir besi ortami kullanarak, biitlin bir bitki veya bitkinin cesitli
kisimlarindan yeni bitki, doku, hiicre veya bitkisel iirlinlerin elde edilmesine olanak
verir. Doku kiiltiirii yontemleri kullanilarak giliniimiizde birgok bitkinin hiicre, doku ve
organ Kkiiltlirleri yapilabilmektedir. Bu kiiltiirlerde, sekonder metabolit tiretimi de
gergeklestirilebilmektedir (Endress 1994). Doku kiiltiirii  yontemleri sekonder
metabolitlerin dogal yollardan eldesi sirasinda karsilagilan sorunlarin asilmasi i¢in de
onemli bir alternatif sunmaktadir. Doku kiiltiirii yontemlerinin bu amaglar i¢in kullanimi
calismalarinda, oncelikle iiretici bitki materyalinin bol miktarda eldesi, daha sonra ise
metabolit iiretimini artirmaya yonelik uygulamalarla (kiiltiir kosullarinin optimizasyonu,
metabolik yolda genetik degisimler vb.) sekonder metabolitlerin endiistriyel boyutlarda

ve diislik maliyetle {liretilmesi amaclanir.

Bitkisel sekonder metabolitlerin {iretilmesi i¢in kullanilan 6nemli bir doku
kiiltiirti yontemi de, hiicre siispansiyon kiiltiirleridir. Bu kiiltiir sistemlerinde sekonder
metabolit liretimine yonelik optimizasyon calismalari, bu metabolitlerin endiistriyel
boyutta, standart kalitede, bol miktarda ve siirekli olarak iiretilmelerine temel saglamak

icin yapilan ¢aligmalardir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri, uygun sistem saglanabildiginde, sekonder
metabolit lretiminde son derece etkili bir teknik olarak kullanilabilecektir. Bu
kiiltiirlerde sekonder metabolit liretimini arttirmak amaciyla bazi kimyasal madde
uygulamalarinin tek ya da birbirleri ile kombine olarak kullanilmaktadir. Bunlar
icerisinde en yaygin olarak kullanilanlar1 agir metal (bakir, civa, kadmiyum, kursun
vb.), 1s1k radyasyonu, UV, jasmonik asit, metil jasmonat, ozon ve etilen gibi bitki

lizerinde stres olusturabilme potansiyeli olan uygulamalardir. Nitekim bitkilerin



1. GIRIS

kendilerini biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi korumak icin farkli stratejiler

gelistirdikleri bilinmektedir (Commun ve ark.2003).

Cesitli sekonder metabolitlerin iiretim diizeylerinin artirilmasinin saglanmastyla
beraber endiistriyel boyutta iiretilmeleri amacina yonelik biyoreaktdrlerin tasarlanma
calismalar1 baglamistir (Endress 1994). Bu c¢alismalar sonucunda biyoreaktor
kullannminin esas amaci olan, kaynak bitkide az miktarda iretilen sekonder

metabolitlerin diisiik maliyetlerle bol miktarda iiretilebilmeleri basarilabilmistir.

Bu c¢alismada, H. retusum ’un kallus ve hiicre silispansiyon Kkiiltiirleri
olusturularak bu kiiltiirlerin gelisimi iizerinde pozitif etki gdsterecek parametrelerin
bulunmasi amag¢lanmistir. Bunun i¢in olusturulan kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri
tizerine farkli BBD ve kombinasyonlari, farkli seker ve konsantrasyonlari, farkli
baslangi¢ pH degerleri ve farkli 151k uygulamalarinin etkileri ¢aligilmistir. Ayn1 sekilde
bu ortamlarin, kiiltiirlerin fenolik madde igerikleri iizerindeki etkileri de aragtirilmstir.
Calismada arastirilan bilesikler hypericumlarin tibbi 6zelliklerinde 6énemli rol oynayan
bilesiklerden olan hiperisin, hiperosid, klorogenik asit, kuersetin psddohiperisin ve

rutin’dir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Guttiferae Familyasinin Ozellikleri ve Yayihs

Cal1 veya otsu bitkilerdir. Temel yag iceren seffaf ve hiperisin igeren kirmizi
veya siyah renkli bezler bulundururlar. Yapraklar basit, karsilikli nadiren sarmal
sekildedir. Cok yillik olup, sacak kok sistemine sahiptir. Sepaller 5 tanedir ve
reseptakulum {izerinde kiremit seklinde siralanmistir. Petaller 5, ayri reseptakulum
tizerinde biikiiliidiir. Stamenler demetler halindedir. Ovaryum iist durumlu veya c¢epersel

plasentasyon gosterirler. Tohumlar endospermsizdir (Davis, 1967).

Hypericum tiirlerinin yerytiziindeki sayisi yaklasik 400 adet olup Avrupa, Asya
ve Kuzey Afrika’da genis yayilis gosterir. Ulkemizde 84 tiirii bulunan Hypericum,
Marmara, Karadeniz, Ege, Orta ve Dogu Anadolu, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu
bolgelerinde yayilis gostermektedir. Gilineydogu Anadolu Bolgesi'nde 13  tiirii
bulunmaktadir. Kantaron, kantarum, koyunkiran ve binbirdelik otu adlariyla da bilinir

(Baytop 1984;Baytop, 1999; Kagar, 2004).

2.2. Hypericum Cinsinin Genel Ozellikleri

Bu cinsin bitkileri otsu ya da al¢ak ¢alimsidirlar. Yapraklart genellikle karsiliklt
veya dairesel dizilislidir. Yaprak ylizeylerinde yar1 saydam ya da siyah benekler
bulunur. Cigekleri biseksiiel, aktinomorf simetrilidir. Ginekeum, 3-5 odalidir. Stamenler
genellikle demetler seklindedir. Bir petale karsilik, dort stamen demeti bulunur. Sepaller
ve petaller bes tanedir. Petaller sar1 renkli olup, bazen kirmizi damarlardan dolay1 hafif
kirmiz1 renkte goriiniirler. Nektar igeren cigeklerin sepalleri ve petalleri ¢ogunlukla
beneklidirler. Stamenler genellikle demetler seklindedir. Bir petale karsilik, dort stamen
demeti bulunur. Nadir olarak steril demetler de goriiliir. Meyva, kapsiil, bakka veya

drupa tipindedir. Tohumlar, genellikle ¢ok sayidadir (Segmen, 1986).
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2.3. Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler, bitkilerde kuraklik, tuzluluk, ultraviyole (UV) i1sinlar
gibi farkli stres ortamlarindan korunma, mikroorganizmalar ile herbivorlara karsi
savunma ve boceklerle tozlanan bitkilerde tozlanma sirasinda bocekleri cezbetme gibi
bircok dnemli olayda gorev alan 6nemli bilesiklerdir. Bu bilesikler bitkilerin yasamsal
fonksiyonlar1 iizerinde primer metabolitler gibi etkileri bulunmayan, buna karsin
insanlar agisindan ilag, gida, kozmetik ve zirai miicadele sektorlerinde ekonomik agidan
cok Onemli kimyasallardir (Wink, 1999). Sekonder bilesiklerin ¢ogu giiclii biyolojik
aktivite gosterirler. Bundan dolay1 bu bilesikler dogal ilaglar olarak degerlendirilirler.
Sekonder bilesikler bircok maddenin ham ya da onciil formlar1 olduklar1 i¢in bu

bilesikleri igeren bitkiler yaygin olarak tedavide kullanilirlar.

Bitkilerin sahip oldugu sekonder metabolitlerin biyosentez yollarinin
arastirilmasi, izolasyonlari, bugiine kadar izole edilmis olanlarin yapilarinin
aydinlatilmas1 ve bu maddelerin biyolojik aktivitelerinin ortaya konmasi i¢in ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Bu calismalar sayesinde bitkilerin ¢esitli biyolojik aktivitelerinden
sorumlu ¢ok genis bir sekonder metabolit spektrumuna sahip olduklar1 bulunmustur.
Ayrica bunlardan yalnizca 100.000 kadarinin tanimlandigi ve her yil bu sayiya 4.000
civarinda yeni metabolitin eklendigi ortaya konmustur (Verpoorte ve ark.1999).
Sekonder metabolitlerin antikanser (taksol, vinkristin, vinblastin), kardiovaskiiler
(digitoksin), kardiotonik (digoksin), antibakteriyel (sikonin), yatistirici (kodein, morfin),
antimalarial (artemisin, kinin) etkileri tipta kullanilmalarmna neden olan bazi 6nemli
biyolojik aktivitelere ornek olarak verilebilir. Ayrica sekonder metabolitler gida
sektorlinde renklendirici (antosiyanin, naftokinonlar, betalain, likopen), acilastirict
(kinin), koku wverici (vanilin), tatlandirici (meyan, mirakulin, taumatin) olarak
kullanilirlar. Yasemin, giil ve lavanta yaglar parfiim ve ¢esitli kozmetik triinlerin
yapiminda kullanilir. Insektisit olarak kullanilan piretrin, sinerin, jasmolin ve nikotin
tarimda kullanilan bitkisel sekonder metabolitlere ait orneklerdendir (Dicosmo ve
Misawa 1995, Kurtney 1998). Ila¢ sektdriinde halen kullamlmakta olan sentetik
maddelerin zararl yan etkileri ve pahali olmalari, bitkilerden elde edilen dogal sekonder

metabolitlere olan ilgiyi giderek artirmistir (Sokmen ve Gtirel 2001).
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2.3.1. Hypericum Tiirlerinin Kimyasal Bilesenleri ve Biyolojik Aktivitesi

Son yillarda, farkli biyolojik 6zelliklere sahip bir¢ok sekonder metabolit iceren
Hypericum cinsi, bilimsel dikkatleri iizerine ¢cekmektedir (Fornasiero, 2003). Hypericum
tirlerinde en az on farkli madde grubunun biyolojik aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Bombardelli ve Morazzoni 1995; Blumenthal ve ark.2000; Di Carlo ve
ark.2001).

Hypericum tiirleri igerisinde tibbi amach kullanimi en yaygin olan H.
perforatum’dur. Bu bitkinin yapisinda ¢ok sayida biyolojik aktif kimyasal gruplar tespit
edilmistir. Bunlardan en Onemlileri naftodiantronlar (hiperisin, psddohiperisin,
protohiperisin v.b.); flavonoidler (kamferol, kersetin, luteolin, hiperin, hiperosid v.b.);
floroglusinoller (hiperforin, furohiperforin v.b.) ve ucucu yaglardir. Bu bilesikler i¢cinde
hiperisin ve hiperforin, H. perforatum un gosterdigi klinik etkilerin ¢ogundan sorumlu
olup tizerinde en ¢ok ¢alisilan bilesenlerdir. Hiperisin, H. perforatum’dan elde edilen ve

bilinen en gii¢lii 1518a duyarli dogal pigmenttir (Sekil 2.1).

OH z|:i OH

B
HO = CHa
HO _CH,

Do
/N

Sekil 2.1.Hiperisin’in molekiiler yapisi

Hypericum tiirlerinde yer alan bilesiklerin cesitlilikleri ve miktarlar1 bitkinin
tiirline, yetisme ortamina, toplanma zamanina, kurutma ve saklama kosullarina gore
degisiklik gostermesine ragmen yapilan ¢aligmalar sonucu bitki 6ziitlindeki biyoaktif
bilesik oraninin % 20 civarinda oldugu tespit edilmistir (Bombardelli ve Morazzoni

1995). Hypericum tiirlerinden izole edilen maddeler Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Hypericum tiirlerinden izole edilen maddeler

Kimyasal Grup

Bulundugu Kisim

Bilesik

Naftodiantronlar

Cigek/dallar

Emodin-antranol
Hiperisin
Psodohiperisin
Protohiperisin
Protopsddohiperisin
Siklopsddohiperisin
Izohiperisin

Floroglusinoller

Cigek/dallar

Hiperforin
Adhiperforin
Furohiperforin

Flavonoitler

Biflavonoitler

Yaprak, ¢icek sapi, dallar

Kersetin

Hiperozit

Kersitrin
Isokersitrin

Rutin

Kemferol

Mirsetin

Hiperin

Luteolin

13,118 biapigenin
(Amentoflavon)
13,11 8” biapigenin

Proantosiyanidinler

Toprak iistii kismu, Cigek/dallar

Prosiyanidin

Katesin

Epikatesin polimerleri
Lokosiyanidin

Tanenler

Cigekli toprakiistii kismi

Tannik asit
Katesik tanen

Ucucu Yaglar

Cicek/yaprak

a-pinen
B-pinen
Metil-2-oktan
n-nonan
Metil-2-dekan
n-undekan
a-terpinol
Geraniol
Mirsen
Limonen
Karyofilen
Humulen

Ksantonlar

Kok, yaprak, govde

Kielkorin
Noratirol
1,3,6,7 tetrahidroksi ksanton

Aminoasitler

Tiim bitki

GABA
Sistein
Glutamin
Losin
Lizin
Ornitin
Prolin
Treonin

Fenil propanlar

Tiim bitki

Kafeik asit

Klorojenik asit
p-Kumarik asit
Ferulik asit

Izoferulik asit
Vanillik asit
p-Hidroksibenzoik asit
Hiperfolin




HILAL SURMUS ASAN

Organik asitler
Peptidler
Polisakkaritler
Diger bilesikler Tiim bitki Karatenoidler
B-Sitosterol
Nikotinamit
Pektin
Doymus hidrokarbonlar
Vitamin A
Vitamin C
Kolin

Alkoller

Bu tiiriin antidepresan (Wentworth ve ark. 2000; Oztiirk 1997), antiviral,
antibakteriyel (Meral ve Karabay 2002; Keles ve ark. 2001), kanser (Coopper 2006; Ali
ve ark. 2001), yara ve yaniklarda iyilestirici etkileri vardir (Neves ve ark. 2009; Vollmer
ve Rosenson, 2004).

Fenolik bilesikler, antioksidan 6zellikler tagiyan en az bir hidroksil grubu (OH)
ve bunun fonksiyonel gruplarini igeren aromatik halkali bilesiklerdir. Hypericum’larda
bulunan fenolik bilesikler, iistlenmis olduklar1 roller nedeniyle son derece biiyiik 6nem
tagimaktadirlar. Bu bilesiklerin diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) olusumunu
engelledigi (Frankel 1995), kardiovaskiiler hastaliklara karsi koruyucu etkilerinin
oldugu (Renaud ve ark.1999; Gronbaek ve ark.2000), antikanserojen (Zhao ve ark.1999)
ve antimikrobiyal (Toker ve ark. 2006, Baydar ve ark. 2004, Nychas ve ark.2003,)
ozellikleri ile insan sagligi iizerinde olumlu etkilerde bulundugu tespit edilmistir.
Fenolik bilesikler ayrica niikleik asitlere, somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine
saldirarak cesitli zararlara neden olan serbest radikalleri kendilerine baglayarak giiclii
antioksidan etkiler gosteren bilesiklerdir (Han, 1997; Khalil ve ark. 2007). Fenolik
bilesiklerin bazi meyveler ile onlardan elde edilen igeceklerde ve tibbi bitkilerde fazla

miktarlarda bulunduklar1 bilinmektedir (Haslam, 1996; Tanaka,1999).




2. ONCEKI CALISMALAR

2.3.1.1. Hypericum Tiirlerinin Kimyasal Bilesenleri ve Biyolojik Aktivitesi

Uzerine Yapilan Calismalar
Kimyasal Bilesenler

Hypericum tiirleri lzerine, H. perforatum’un ¢esitli biyolojik aktivite
caligmalarinin disinda ayrica farkli Hypericum tiirleri ile gergeklestirilmis pek cok

fitokimyasal ¢alisma da mevcuttur.

Bagdonaite ve ark. (2012) H. perforatum’daki biyoaktif bilesiklerin soxhlet
oziitleme yoOntemiyle daha yiiksek verimlilik elde edildigini gostermislerdir. Bu
calismada ayrica rutinin tomurcuklanma asamasinda, kuersitrin, kuersetin, ve 3,8"'-
biapigenin bilesiklerinin ¢igeklenme asamasinda ve hiperosid igerigininde her iki

asamada ayn1 oranda oldugunu bulmuslardir.

Filippini ve ark (2010), farkli gelisim evrelerinin hipericumlardaki kimyasallarin
degisimi iizerindeki etkisini aragtirmak icin H. perforatum’un ¢ alt tiiriini se¢mis,
HPLC analizlerinde H. perforatum’un alt tiirlerinin sekonder metabolit icerikleri
bakimindan diger alt tiirlerden daha zengin oldugunu ve bu alt tiirlerin gelisim evreleri
boyunca farkli profil gosterdigini, ayrica hiperisinler, hiperforinler ve flavonoidlerin

farkli evrelerde pik yaptigini saptamiglardir.

Brezilya’da yetisen 13 Hypericum tlriiniin fenolik bilesik iceriklerine bakarak
bu bilesiklerin Hypericum tiirlerinin dagilislarinda taksonomik bir 6zellik olarak
kullanilip kullanilmayacag1 iizerine yapilan ¢alismada tim Hypericum’larda degisen
oranlarda flavonoid, hiperosid, kuersitrin, izokuersitrin, gujaverin, klorogenik asit
bulunmasina ragmen rutin ve ksanton bilesiklerini icermedikleri tespit edilmistir( Nunes

ve ark. 2010).

Akgoz (2009), H. retusum bitkisinin toprak iistii kisimlarinin, petrol eter,
hegzan, etilasetat ve metanol 6ziitlerinin antioksidan etkilerini arastirmistir. Bunun igin,
antioksidan aktivite; toplam fenolik bilesen miktar1 (Folin & Ciocalteu reaktifi
yontemi), toplam flavonoid miktari, DPPH (1,1-difenil-2-pikril hidrazil) radikalini,
hidroksi radikalini sondiirme, indirgeme giicli ve metal selatlama aktivitelerini dlgerek
belirlemistir. Caligma sonucunda, H. retusum’un &ziitlerinin DPPH radikal sisteminde
antioksidan aktivite sergiledigini ve diger bir antioksidan test olarak metal selatlama

aktivitesinde bitki Oziitlerinin degerinin EDTA’dan diisiik oldugunu bulmustur. Bu
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sonuglara dayanarak, H. retusum’un yliksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu

gostermistir.

Tiirkiye’den iki Hypericum tiiri Hypericum scabrum L. ve Hypericum
bupleuroides Gris floroglusinol tiirevi hyperforin, naftodiantronlar hiperisin ve
psodohiperisin, fenilpropan klorogenik asit ve flavonoidler rutin, hiperoside, apigenin-
7-O-glukozid, kaempferol, kuersitrin, kuersetin ve amentoflavon sekonder metabolit
konsantrasyonlart HPLC kullanilarak belirlenmistir. Arastirilan  biitiin - sekonder
metabolitler, hiperforin bulunmayan H. scabrum disinda, her iki bitki tiirlinde de bitki

dokusuna bagli olarak c¢esitli konsantrasyonlarda bulunmustur (Ayan ve ark. 2009).

Tirkiye’de yetisen bazi Hypericum tirlerinin (H. heterophyllum Vent, H.
hyssopifolium L., H.linarioides Bosse, H. monbretii Spach, H. orientale L.,
H.origanifolium Willd., H. perforatum L., H. scabrum L., ve H. triquetrifolium Turra)
yaprak, govde ve cicek kisimlarinin hiperisin ve psodohiperisin igerikleri HPLC
yontemi ile tespit edilmis ve hem bitkiler hemde bitki kisimlar1 arasinda bu bilesiklerin

farkli miktarlarda bulundugu tesbit edilmistir ( Ayan ve Cirak, 2008).

Tiirkiye’den iki hypericum tiirii olan H. perforatum L. ve H. origanifolium’un
vejetatif donemde ¢icek tomurcuklari, ¢igekleri, taze meyve ve olgun meyve asamalari
dogadan toplanmis ve kok, yaprak ve tliretken dokular disekte edildikten sonra, HPLC
metodu kullanilarak kimyasal igerik analizleri yapilmistir. Her iki tlirde de
psodohiperisin ve hiperforin miktar1 tam bitkinin ontogenesis doneminde artis
gosterdigi tesbit edilmistir. Kimyasallar en yiiksek seviyelerine tam c¢igeklenme
doneminde ulasmustir (H. perforatum L. igin; 2.62 mg/g kuru agirhk (DW)
psOdohiperisin ve 1.84 mg/g DW hiperforin ve H. origanifolium i¢in; 0.93 mg/g DW
psodohiperisin ve 1.63 mg/g DW hiperforin ). H. origanifolium’da farkli {iretken
dokular arasinda, tamamen kapali ¢igekler en yiiksek psodohiperisin (1.18 mg/g DW) ve
hiperforin (4.36 mg/g DW) iiretirken, H. perfratum’da da (7.41 mg/g DW) en yiiksek
psOdohiperisin oran1 tamamen kapali ¢iceklerde bulunmus ve yine bu tiiriin ¢icek
tomurcuklar1 da en yliksek orandaki hiperforini (7.80 mg/g DW) iiretmistir (Cirak ve
ark. 2008).

Kornfeld ve ark.(2007), Ermenistan’da yetisen H. perforatum’un HP3 olarak

adlandirilan ve hiperisini 6 kat ve HP1 olarak adlandirilan ve psddohiperisini 14 kat
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fazla treten iki tohum hattt bulmuglardir. LM (1s1ik mikroskobu), SEM (elektron
goriintiileme mikroskobisi), ve TEM (elektron iletim mikroksobisi) yontemleri ile
yaptiklar1 analizlerde, tipik olarak olgunlukta 6lii olan i¢ hiicrelerin 6ziinli ¢evreleyen
diizlesmis hiicre tabakalarindan olusan ve yapraklarin kenar1 boyunca yerlesen
hiperisin/psddohiperisin iceren koyu bezelerin varligin1 ortaya cikarmiglardir. HP3
bezelerinin periferal hiicrelerinin HP1 bezelerinden daha diizlesmis oldugunu gérmiis ve
bunun sonucunda periferal hiicrelerin hiperisin/psddohiperisin iiretimiyle ilgili oldugunu

gosterdigini bildirmislerdir.

Eroglu (2007), Antalya-Alarahan’da endemik bir tiir olarak yetisen Hypericum
pamphylicum’un meyveli ve cicekli orneklerini hiperisin ve hiperforin miktari,
flavonoitleri, antimikrobiyal ve serbest radikal siiptiriicii etkileri agisindan incelemistir.
Meyveli 6rnegin % 0,000003, cicekli 6rnegin % 0,000016 oraninda hiperisin igerdigi
saptanmigtir. Meyveli 6rnekte bulunmadigi belirlenen hiperforinin ¢i¢ekli 6rnekte eser
miktarda bulundugu belirlenmistir. incelenen bitki drneklerinin flavonoitler acisindan

zengin oldugu goriilmiistiir.

Crrak ve ark. (2007), Tiirkiye’nin kuzeyindeki H. perforatum 6rnekleri kimyasal
ve morfolojik ¢esitliliklerini saptamak amaciyla farkli bolgelerinden Ornekler
toplanmiglardir. Hiperisin, klorogenik asit, rutin, hiperosid, apigenin-7-O-glukozid,
kuersitrin ve kuersetin icerikleri ile koyu yaprak bezeleri, yaprak alani, yaprak
uzunluk/agirlik oran1 ve bitki agirhigini da iceren morfolojik 6zellikleri bakimindan
karsilastirdiklarinda, bu populasyonlarda belirli kimyasal ve morfolojik degisimler
oldugunu belirlemislerdir. Caligma sonunda hiperisin icerikleri ile, koyu yaprak bezeleri
arasinda pozitif korelasyon goriiliirken, yaprak alani ile negatif korelasyon goriilmiis ve
aragtirilan diger morfolojik 6zellikler ile biyoaktik bilesikler arasinda her hangi bir iliski

olmadig tesbit edilmisgtir.

Smelcerovic ve ark. (2006), Sirbistan’in farkli bolgelerinden topladiklar alti
farkli Hypericum tiirini (H. barbatum Jacq., H. hirsutum L., H. linarioides Bosse, H.
maculatum Crantz, H. rumeliacum Boiss. ve H. tetrapterum Fries), sekonder metabolit
icerikleri ve genetik profilleri bakimindan ¢aligmiglardir. LC—MS/MS analizleri
sonucunda, en yiiksek hiperisin ve psOdohiperisin igeriklerinin H. barbatum

ekstraktlarindan, en yiliksek hiperforin ve kuersitrin igeriginin H. tetrapterum
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exstraktlarindan ve en yliksek hiperosid iceriginin H. maculatum exstraktlarindan elde
edilmistir. Bu tiirlerin kimyasal icerikleri ile genetik 6zellikleri arasindaki iligkiyi
gostermek i¢in, bu tiirlerin genetik profilleri, polimorfik DNA’1n rastgele aciklanmasi
(RAPD) ve tekli sekans tekrar (SSR) profilleri ¢alisilmistir. Bu ¢alismalarin sonucunda
elde edilen veriler, bu alt1 Aypericum tiirli arasinda sekonder metabolit i¢eriklerinin SSR
verilerinden ¢ok RAPD verileri ile daha giiclii bir baglanti gosterdigini ortaya

koymustur.

H. perforatum’un direkt sonikasyon metoduyla ekstraksiyonu calisilmis ve bu
metodun geleneksel 1slatma, indirekt sonikasyon, soxhlet ekstraksiyonu ve
hizlandirilmig ¢oziicli ekstraksiyonu metodlariyla karsilagtirilmistir. Yiiksek secici sivi
kromatografisi/sirali  kiitle spektrometresi analizleri, arastirilan alt1 aktif bilesik
(hiperisin, psodohiperisin, hiperosid, rutin, kuersitrin ve hiperforin) iceriklerinin direkt
sonikasyon metoduyla elde edilen igeriklerde diger ekstraksiyon metodlarindan belirgin
bir sekilde daha yiiksek oldugunu gostermistir. Direkt sonikasyon kullanildiginda
ultrasonik giic 40’tan 60 W’a yiikseltildiginde aktif bilesik igerikleri artmistir.
Geleneksel 1slatma aktif bilesik analizinde en diisikk orani vermistir. Soxhlet
ekstraksiyonu, indirekt sonikasyon ve hizlandirilmis ¢oziicii  ekstraksiyonu

metodlarindan daha iyi sonuglar vermistir (Smelcerovic 2006).

Ibova (2006), Hypericum origanifolium Willd, Hypericum montbretii Spach ve
H. perforatum’un kurutulmus cicek ve yapraklarindan farkli polaritede c¢oziiciiler
kullanarak hazirladig1r bitki oziitlerinde g¢esitli kimyasal ve spektrofotometrik
yontemlerle fenolik madde igerigi ve serbest radikal siipiiriici ve antioksidan
potansiyellerini degerlendirmistir. Bu calismada, her {i¢ tiir icin de en yiiksek aktivite
degerlerini etil asetat 6ziitlerinde tayin etmistir ve bu tiirlerin yapraklarinin ¢iceklere
oranla daha fazla fenolik madde icerdigini, dolayisiyla antioksidan potansiyellerinin
daha fazla oldugunu tesbit etmistir. H. origanifolium’un ¢icek ve yapraklarinin daha
fazla fenolik madde icerdigini ve Ransimat yontemiyle tayin edilen lipid
peroksidasyonunu diger tiirlere ve sentetik antioksidan BHT ye oranla daha fazla inhibe
ettigini tesbit etmistir. H. montbretii ve H. origanifolium’un ¢igek Oziitleri b-karoten-
linoleik asit sisteminde sentetik antioksidan, biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve H.

perforatum Oziitlerinden daha aktif oldugunu bulmus. Ayrica H. montbretii ve H.
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perforatum yapraklarinin antioksidan potansiyellerinin BHT” den belirgin oranda fazla

oldugunu tesbit etmistir.

H. perforatum’un in vitro yetistirilen siirgiinleri hiperisin ve floroglusinolleri
sentezleyebilme kabiliyetleri bakimindan c¢alisilmistir. HPLC analizleri, hiperisin,
psodohiperisin ve onlarin Onciilleri protohiperisin ve protopsddohiperisin ile
floroglusinoller, hiperforin ve adhiperforinin biiylik intra spesifik cesitlilik ortaya
cikardigin1 gdstermistir. Total hiperisin ve floroglusinol ile hiperisin/ protohiperisin ve
psodohiperisin/ protopsddohiperisin igerigi arasinda belirgin bir oranti bulunmustur. H.
perforatum sirgiinlerinin erken gelisim asamasinda hiperforin ve adhiperforin oldugu

ilk kez ortaya konmustur (Kosuth 2003).

H. perforatum’un superkritik siv1 ekstraktlart GC-MS, HPLC-DAD ve HPLC-
DAD-MS metoduyla analiz edilmistir. Genel floroglusinoller hiperforin (36.5+1.1%) ve
adhiperforin (4.6+£0.1%)’in yaninda, Oziitler genel olarak alkanlar, yag asitleri ve
esterleri igerir. Apolar bilesenler hiperforinin zengin oldugu fazin u¢ noktasinin
dayandig1 bir fazda toplanmaya meyillidir. Nafthodianthronlar gibi yiiksek polariteli
bilesenler bulunamamamustir. Bir dizi hiperforin oksidasyon iiriinleri tespit edildi ve

HPLC-MS kullanilarak belirlenmistir (Seger ve ark. 2003).

H. triguetrifolium’un toprakiistii kisimlarinin etilasetatli ekstresinden bir
biflavinoid, bir flavonol-glikozid, bir flavonol ve bir fenolik asit yani; 3-8-biapigenin,

kuersetin, rutin ve klorogenik asit elde edilmistir (Conforti ve ark. 2002).

H. perforatum’un hiperisin igeriginin genis yapraklarda kigin minimum
hiperisin—psddohiperisin miktar1 100 ppm. iken yazin 3000 ppm, dar yapraklarda ise bu
miktar, kis mevsiminde genis yapraginkine yakin bir degerdeyken yaz mevsiminde
maksimum yani 5000 ppm kadar oldugu dolayisiyla hiperisin igeriginin mevsimlere

bagli olarak degisebildigi saptanmigtir( Southwell ve Bourke 2001).
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Antidepresan Aktivitesi

Hypericum bitkisi ekstraktlar1 gliniimiizde, daha ¢ok hafif ve orta siddetteki
depresyon tedavisinde kullanilmaktadir. Agiz yoluyla verilen fotosensitif 6zellikteki
hiperisinin, deri fototoksitesine yol a¢madigi ve yapilan ¢esitli klinik caligmalar
sonucunda bilinen sentetik antidepresanlar kadar etkili oldugunu gostermektedir (Hisil

ve ark. 2005).

Bu konudaki bir¢ok otorite bu bitkiyi 6zellikle menapozun olusturdugu ruhsal
bozukluklar1 énlemek i¢in uygun bir bitki olarak gdrmektedir. Antidepresan 6zelligi
hayvan deneylerinde ve ¢esitli klinik deneylerde de kanitlanmistir. Depresyon i¢in etkili
olan Hypericum Oziitiinlin canlilarin beynindeki kortiko-limbik bdlgesinde diizenleyici

bir etkiye sahip oldugu bulunmustur (Miiller 2005).

H. perforatum’dan elde edilen farkli dozlardaki alkolik oziitleri fareler iizerinde
antidepresan etki gosterdigi goriilmiis ve bu etkinin Hypericum’un Oziitlerinde bulunan
hiperisin ve hiperforin bilesiklerinden kaynaklandigi tespit edilmistir (Mennini ve

Gobbi, 2004)

Hypericum Oziitleri son zamanlarda diinyanin bir¢cok yerinde ozellikle de
Amerika, Almanya ve diger Avrupa iilkelerinde antidepresan ilag olarak, dogal, giivenli
ve daha az yan etkiye sahip oldugu i¢in, sentetik antidepresanlara tercih edilmektedir

(Butterweck 2003).

Linde ve Mulrow (2003), H. perforatum’un yan etkilerinin olmamasindan dolay1
etanolik  Oziitlerinin  depresyon durumlarinin hafifletilmesinde ve belirtilerin
giderilmesinde diger antidepresanlara gore daha gilivenli bir sekilde kullanilabilecegini

bildirmislerdir.

Antidepresan etki Hypericum oOziitlerinde bulunan hiperisin ve hiperforin
bilesiklerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica hiperisinin anlama ve algilama giiciinii
arttirdigi, yorgunluk, donukluk ve uyku halini giderdigi bir¢ok ¢alismada kanitlanmistir
(Okpany1 ve Weischer 1990, Hubner ve ark. 1994). Antidepresan yoniiyle 6nemli bir
etkiye sahip olan bu bilesigin hi¢ bir yan etkisinin saptanmamig olmasi hiperisinin
onemini daha da arttirmaktadir (Sommer ve Harrer 1994, Linde ve ark.1996). Diinyanin

bircok yerinde Hypericum tiirlerinden elde edilen o6ziitlerin, Hyperiforce (Lenoir ve
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ark.1999) ve Jarsin 300 (Franklin ve ark. 1999) adi altinda tabletleri hazirlanarak ticari

olarak satilmaktadir.

Antimikrobiyal Etkisi

H. perforatum™un eski zamanlardan gilinlimiize kadar kullanim alanlarina

bakildiginda antimikrobiyal etkisinin uzun yillardir bilindigi goriilmektedir.

H. perforatum 0ziitiiniin icerdigi maddelerin antiviral aktivitesi, seksenlerin

ikinci yarisindan beri kapsamli bir sekilde ¢alisilmaktadir.

Yine farklt Hypericum tiirleriyle ilgili bir ¢calismada H. alpinum, H. barbatum,
H.rumeliacum, H. maculatum, H. perforatum, H. hirsutum ugucu yaglarmin
antibakteriyel ve antifungal aktivitesine Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Sarcina
lutea, Staphylococcus aureus, Agrobacterium tumefaciens, Escherichia coli,
Proteusmirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas tolaasii, Salmonella
enteritidis, Candida albicans’a kars1 bakilmistir. En yliksek aktivite H.barbatum’dan
elde edilen ugucu yagda goriilmiis, H. alpinum ve H. hirsutum’un P. mirabilis, P.
aeruginosa ve C. albicans’a kars1 hi¢ etkisinin olmadigi saptanmistir (Saroglou ve

ark.2007).

Eroglu (2007), Antalya-Alarahan’da endemik bir tiir olarak yetisen Hipericum
pamphylicum’un meyveli ve c¢icekli Orneklerini hiperisin ve hiperforin miktari,
flavonoitleri, antimikrobiyel ve serbest radikal siipiiriicii etkileri agisindan incelemistir.
Antimikrobiyal etki tayini sonucuna gore meyveli bitki Orneklerinin bazi Oziitleri
Salmonella thypi’ye ve Shigella flexneri’ye kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir.
Cigekli bitki Orneklerinin neredeyse tiim oOziitlerinin = Staphylococcus —aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella thypi, Shigella flexneri, Proteus mirabilis’e kars1 etkili oldugu
belirlenmistir. Aseton oOziitii haricindeki tiim 0ziitlerin ise Candida albicans’a Karsi

antifungal etki gosterdigini saptamistir.

Tiirkiye’de yapilan iki ayr1 ¢alismada Hypericum hyssopifolium ve Hypericum
lysimachioides’in ugucu yaglariin 9 farkli mikroorganizma iizerinde ¢ok iyi aktivite

gosterdigi fakat C. albicans lizerinde etkili olmadig1 bulunmustur (Toker ve ark 2006).
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Diilger ve Goniiz (2005) endemik tiirlerden Hypericum kazdaghensis’in aseton,
kloroform ve metanol Ozutlerinin Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella thyphimurium ve Staphylococcus
aureus’a karsi antibakteriyel aktivitesini gentamisinle karsilastirmislardir. Bunun
sonucunda H. kazdaghensis’in tim Oziitlerinin ¢ok giiclii antibakteriyel etki
gosterdigini, ayrica P. aeruginosa ve B. subtilis’e karst duyarli olduklarini

saptamislardir.

Vajs ve ark. (2003) tarafindan yapilan diger bir calismada H. perforatum’dan
deoksihiperforin, furohiperforin, furoadhiperforin, furohiperforin A, piranohiperforin
gibi hiperforin tiirevi bilesikler izole edilmistir. Bu bilesiklerin Gram pozitiflerden S.
aureus, B. subtilis spor formu ile Gram negatiflerden Escherichia coli ve mantarlardan
Candida albicans’a kars1 agar diflizyon metodu kullanilarak antibakteriyel aktivitelerine
bakilmistir. Bu bilesiklerin Gram negatiflere ve Gram pozitiflerden B. subtilis spor
formuna kars1 hicbir bilesik etki gostermedigi fakat furohiperforin A bilesiginin S.
aureus’a kars etkili oldugu bulunmustur. Hiperforin ve furohiperforinin C. albicans’a
kars1 etkili olmadigi goriilmiis, ancak metabolitlerinden piranohiperforinin anlamli,

furohiperforin A’nin ise zayif etki gosterdigi saptanmustir.

Hypericum rumeliacum’un toprak tisti organlarindan GC/MS yoOntemi
kullanilarak elde edilen bazi ugucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri ¢alisilmis bu
bilesiklerin (-pinen ve B-pinen) in vitro sartlarda hem bazi negatif hemde baz1 pozitif

bakteriler tizerinde etkili oldugu bulunmustur ( Couladis ve ark.2003).

H. perforatum’un antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi farkli Hypericum tiirleri
lizerinde de arastirmalar yapilmasina neden olmustur. H. brasiliense, H. scabrum L., H.
hircinum, H. hookerianum, H. canariense, H. maculatum, H. Mysorense ve H.
patulum’un Oziitlerine ve bunlardan elde edilen saf bilesiklerin antimikrobiyal
aktivitelerine bakilmistir. Sonug¢ olarak ekstrelerin ¢ogunda aktivite gbézlenmis saf
bilesiklerde ise ya ¢ok zayif aktivite goriilmiis ya da hi¢ goriilmemistir (Mukherjee ve
ark.2001; Mukherjee ve ark.2002).
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Antioksidan EtKkisi

Serbest radikaller bir ya da birden fazla eslesmemis elektron tagiyan ve diger
molekiillerden elektron koparma egiliminde olan atom veya molekiillerdir. Bu tip
maddeler ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 reaktif yapiya sahip olduklarindan
biyolojik sistemde lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi énemli unsurlara
geri doniislimsliz zarar verebilirler. Antioksidan o6zellikteki maddeler peroksit,
hidroperoksit veya lipid peroksit gibi serbest radikalleri siipiirerek hasara neden olan
oksidatif mekanizmay1 inhibe ederler. Bu nedenle antioksidan maddeler hastaliklardan
korunmada 6nemli rol iistlenirler. Yapilan aragtirmalar antioksidan kullaniminin kronik
hastaliklara yakalanma olasiligin1 azaltigim1 gostermistir (Buttke ve Sandstrom 1994,

Akkus 1995; Koleva ve ark. 2002).

H. triquetrifolium ve Hypericum scabroides’in DPPH, metal selatlama,
indirgeme giicii, OH radikali, lipid peroksidasyon testlerinde antioksidan etkisi oldugu

bulunmustur (Kizil ve ark.2008).

H. triquetrifolium’un metanol 6ziitlerinde bulunan 13,1I8-biapigenin, kuersetin-
3- O-galaktozit, kamferol-3-O-glikozit, (y)-epikatesin ve hiperisin bilesiklerinin
antioksidan aktiviteleri arastirilmig ve IC50 degerinin 0.062 mg/L - 1 mg/L arasinda
oldugu bulunmustur (Conforti ve ark.2007).

H. perforatum’un sahip oldugu antioksidan etki nedeniyle demans hastalarinda
kullanilabilecegi, genelde depresyonla birlikte gelisen demans durumu varliinda
depresyon tedavisinde de etkili olan H. perforatum kullaniminin uygun oldugu
distintilmektedir. H. perforatum yan etki profilinin diisiik olmasi1 ve antioksidan
aktiviteye sahip olmasi nedeniyle yash hastalarda diger antidepresanlara karst iyi bir

alternatif olusturmaktadir (EI-Sherbiny ve ark. 2003).

I13,118-biapigenin, kuersetin-3-O-galactoside, kaempferol-3-O-glikozit, (—)
epikatesin ve hiperisin gibi flavonoidlerin, (0,062 ve 1Img/mL arasinda) giiclii bir
antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica ilk kez H. triquetrifolium’un
toprakiistii kisimlarinin metanolik Oziitlerinin énemli miktarda antioksidan aktiviteye
sahip oldugu bunun da igindeki flavonoidler ve 6zellikle de 13,118-biapigenin ile ilgili
oldugu anlagilmistir (Conforti ve ark. 2002).
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Yara lIyilestirici Etkisi

H. perforatum’un halk arasindaki geleneksel kullanimlar1 igerisinde yara ve
yanik tedavisi de yer almaktadir (Schempp ve ark. 2002). Bitkinin taze ¢igeklerinin
zeytinyagi ile giines 15181nda bekletilmesiyle hazirlanan yagin cilt hastaliklarinda topikal
olarak kullanildig1 ve bu yagin aktivitesinin igerdigi hiperforinden kaynaklandig

bilinmektedir (Blumenthal ve ark. 2000; Maisenbacher ve Kovar 1992).

Pesin (2007), halk tibbinda pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanimi oldukga
yaygin olan H. perforatum ve Anadolu’ da genis yayilim gdsteren bir baska Hypericum
tirii olan H. scabrum’un toprak istii kisimlarin yara iyilestirici ve antienflamatuar
etkilerini ¢esitli in vivo deney modelleri kullanarak arastirmis. H. perforatum’ un
etanollii Oziitliinlin doza bagli kuvvetli antienflamatuar ve yara iyilestirici etkisi
oldugunu tespit etmistir. H. scabrum "un etanollii ekstresinin ise bu yontemler iizerinde
etkisiz oldugunu bulmustur. H. perforatum’un etanollii ekstresinin yara iyilestirici ve
antienflamatuvar etkisinin yiiksek c¢ikmasina bagli olarak bu ekstre sivi ekstraksiyon
teknigi ile fraksiyonlanmis ve elde edilen ekstrelerden etil asetat ekstresinin yiiksek
antienflamatuar ve yara iyilestirici etkisi bulunmustur. Naftodiantronlarin yara
iyilestirici etkisi, flavonoit bilesenlerinin ise antienflamatuar etkisinin daha kuvvetli
oldugu saptanmustir. H. perforatum etanollii 6ziitliniin etil asetat fraksiyonu igerisinde
bulunan naftodiantron ve flavonoidlerin, birlikte yara iyilestirici etkiyi

kuvvetlendirdigini belirlemistir.

Schempp ve ark. (2002) atopik dermatitte H. perforatum Oziitiiniin etkisini
arastirmislardir. % 1.5 hiperforin iceren standardize H. perforatum 6ziitiiyle hazirlanan
kremin plaseboya kars1 aktivitesini degerlendirmis, plaseboya kars1 anlamli bir iistlinliik

gosterdigini belirlemislerdir.

Farkl1 bir Hypericum tiirliyle in vivo olarak yiiriitiilen bir ¢calismada Hypericum
patulum bitkisinin yapraklarindan hazirlanan metanol esktresi % 5 ve % 10 oranlarinda
tagtyict merhem igine alinmis standart bir etken madde olan nitrofurazon igeren
merhemle karsilagtirllmigtir. % 10 oraninda 06ziit iceren merhem standart ila¢ gibi
etkisini 4 giinde gostermeye baslayip 18 gilin sonunda tam bir iyilesme saglarken %5
oraninda ekstre igeren merhem etkisini 8 giin icinde gostermeye baslayip 20 giinde

yaralarin tam olarak iyilesmesini saglamistir (Mukherjee ve ark. 2000).
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Halk arasinda yaygin kullanimi olan Hypericum tiirlerinin yara iyilestirici

etkileri yapilan ¢caligmalarla da onaylanmis goriinmektedir.

Antienflamatuar Etkisi (iltihap giderici)

H. perforatum’un antienflamatuar etkisi de vardir. Birgok antienflamatuar
ilagtan farkli olarak mide iizerinde olumsuz etkilerinin bulunmadigi, hatta iilser

tedavisinde de etkili oldugu rapor edilmistir (Ernst 2003).

Enflamasyon, organizmanin zararli ve yabanci yikici etkilere karsi verdigi,
birgok hiicre ve mediyatorlerin karigtigt dogal bir savunma mekanizmasidir.
Enflamatuar yanit, organizmay1 korumaya yonelik fizyolojik ve yararli bir reaksiyon
olmasina karsin, bazen enflamasyonun kontrol edilememesi ve baglatan neden ortadan
kalktiktan sonra da olayin devam etmesi siirekli bir enflamatuar cevaba ve organizmada
hasar meydana gelmesine yol agmaktadir. Enflamatuar reaksiyonlarda, o bdlgede
salinan mediyatdrlerin etkisiyle, kizariklik, sislik, 1s1 artisi, agr1 ve fonksiyonlarda
azalma semptomlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Miyoleperoksidaz (MPO) enzimi
enflamasyonun olusmasinda ve devaminda Onemli rol oynar. Cogu ilacin
antienflamatuar aktivitesi MPO’un inhibisyonuna baglanmaktadir. Bu bilgiye
dayanilarak in vitro kosullarda H. perforatum, Hypericum empetrifolium ve H.
triquetrifolium’a ait metanol 6ziitlerinin MPO {izerine etkisine bakilmistir. Sonug olarak
bu {i¢ bitkinin antienflamatuar aktivitesinin MPO enzim inhibisyonuyla baglantili

oldugu saptanmistir (Pabugcuoglu ve ark. 2003 ).

H. triguetrifolium’un farkli dozlardaki ekstraklar1 farkli siirelerde ratlara
uygulanmis ve bu ekstraklarin ratlar {izerinde antienflamatuar etki gosterdigi tespit

edilmistir (Oztiirk ve ark; 2002).
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Analjezik Etkisi

Agr1 meydana getiren uyarilarin beyindeki ilgili merkeze iletimini durduran

ajanlara antinosiseptif ad1 verilir.

Hypericum reflexum ile yapilan daha kapsamli bir calismada bitkinin
cigeklerinin metanol 0Oziiti hazirlanmis ve sicanlar iizerindeki analjezik etkisine
bakilmistir. Merkezi ve periferal analjezik aktiviteye sahip oldugu belirlenmis olmasina

ragmen etki mekanizmasi ¢éziimlenememistir (Sanchez ve ark.2006 ).

Iran’da dogal olarak yetisen H. perforatum’dan elde edilen metanol ekstresi
kullanilarak 3 farkli yontemle analjezik aktivite tayini yapilmig, sonu¢ olarak
antinosiseptif etki goriilmiis ancak etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir

(Morteza ve ark. 2003).

Antikanser EtKkisi

Kanser tedavisinde yeni bir yaklasim olarak 6ne siiriilen fotodinamik tedavi
kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in ilag ve belirli tipte lazer 15181 kullanilan bir tedavidir.
Tedavinin esast kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden daha fazla ila¢ biriktirmesine
dayanir. ilag¢ toplardamardan enjekte edildikten sonra 1s1kla karsilasincaya kadar aktif
degildir. Kanser hiicrelerine lazer 15181 gonderildiginde ilag aktive olarak hiicreleri
oldiiriir. Kanser hiicreleri lizerinde oldiiriicti etki meydana getiren fotodinamik tedavi
saglikli dokuda kiiciik bir hasara yol agar. Tedavinin, bulasict olmamasi, yan etkilerinin
yok denecek kadar az olmasi ve uygulanabilirliginin kolayligi ile kemoterapi,
radyoterapi ve cerrahiye alternatif bir kanser tedavisi yontemidir. H. perforatum
Oziitlinde bulunan hiperisinin fotosensibilizan yapida olmasi1 fotodinamik tedavide etkili

olabilecegini gdstermektedir (Agostinis ve ark.2002).

H. triguetrifolium Oziitlerinin in vitro sartlarda insan monosit hiicrelerindeki
tiimor nekroz faktorii-o (TNF- a) ve interlokin (IL-6)’nin iiretimi iizerindeki baskilayici

etkisi arastirilmistir (Saad ve ark.2008).

Hiperisin ile farkli kanser hiicreleri modellerinde yapilan in vitro ve in vivo

calismalar olumlu sonuglar vermistir. Ovaryum kanseri tedavisinde siganlarda yapilan
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bir caligmada etkinligi goriilmiis, mesane kanseri tedavisinde yiiksek hassasiyet ve

spesifiklik gosterdigi belirlenmistir (Zeisser ve ark.2006 ).

Martarelli ve ark.(2004), H. perforatum 0ziitli igerisindeki hiperisin ve
hiperforinin prostat kanseri lizerindeki sitotoksik aktivitesine baktiklar1 bir ¢alismada ise
bitki Oziitiinlin kanser hiicrelerinin biiylimesini engelledigini ve apoptozise neden

oldugunu goérmiislerdir.

Vanisree ve Tsay (2004)’in bildirdigine goére son yillarda bitki sekonder
metabolitlerinin ekonomik dnemindeki artis sekonder metabolizma ve bilhassa sekonder
metabolitlerin hiicre ve doku kiiltiirleri ile iiretimine biiyiikk bir akademik ve ticari
ilginin dogmasina sebep olmustur. Sekonder metabolitlerin in vitro teknikler ile
tiretiminde temel avantaj tiretimdeki devamlilik standardizasyondur. Ayrica, hiicre ve
doku kiiltiirii teknolojisi hem ¢evresel stres etmenlerine daha dayanikli hem de daha
yiiksek verimli ¢esitlerin gelistirilmesine olan katkilartyla kiiresel aglik probleminin

¢Oziimiinde de anahtar faktor olmaya adaydir.

2.4. Doku Kiiltiirleri

Bitkiler tarafindan iiretilen degerli bilesiklere olan gereksinim her gegen giin
artmaktadir. Buna karsilik dogal yollardan elde edilen sekonder metabolitler artan bu
gereksinimi karsilamaya yeterli degildir. Bunun nedenleri sekonder metabolitlerin
bitkiler tarafindan ¢ok az miktarlarda ve belli gelisim evrelerinde liretilmeleri, bitkinin
cinsine hatta bazen tek bir tire Ozgli olmalari, diger bitkiler tarafindan
iiretilememeleridir (Rao ve Ravishankar 2002). Ayrica yeteri kadar metabolitin elde
edilebilmesi i¢in fazla sayida bitkinin dogadan toplanmasi ve bunun sonucunda bu bitki
tiirlerinin zamanla soylarinin tiilkenmesi tehlikesi bulunmaktadir. Bunun yaninda zorlu
cevre kosullarinda yetisen bitkilerin toplanmasindaki giigliikler ve yiiksek maliyetler,
metabolit miktarinin ve kalitesinin degisen ¢evresel ve iklimsel kosullara gore farklilik
gostermesi, bitkisel sekonder metabolitlerin dogal yollardan elde edilmesindeki diger

olumsuz yonleri olusturmaktadir (Alfermann ve Petersen 1995, Masanaru 2002).

Bir¢ok alanda oldugu gibi sekonder bitki metabolitlerinin tiretilmesi ve bunlarin
sentezlenmesine ait temel bilgilere ulagilmasi konularinda da, bitki doku kiiltiirleri

arastiricilara biiyiik olanaklar sunmaktadir (Ellialtioglu ve ark. 1998).
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Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki,
hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni

doku, bitki veya bitkisel iriinlerin (metabolitler gibi) iiretilmesidir.

Bitki doku kiiltiirleri steril kosullarda, bir bitkinin tohumu, yapragi, hipokotil
veya nodal segmenti kullanilarak baslatilabilir. Su ana kadar in vitro kiiltiirleri yapilan

cok sayida bitki tiirii arasinda Hypericum tiirleri 6nemli bir yere sahiptir.

Sekonder metabolitlerin in vitro teknikler ile iiretiminde temel avantaj
tiretimdeki devamlilik standardizasyonudur. Ayrica, hiicre ve doku kiiltiirii teknolojisi
hem cevresel stres etmenlerine daha dayanikli hem de daha yiiksek verimli gesitlerin
gelistirilmesine olan katkilariyla kiiresel acglik probleminin ¢dziimiinde de anahtar faktor

olmaya adaydir (Vanisree ve Tsay 2004).

2.4.1. Doku Kiiltiirleriyle Sekonder Metabolit Uretimi ile ilgili Cahsmalar

Savio ve ark.(2012), sivi ortam kullanarak in vitro propagasyonun maliyetini
diisiirecek bir sistem gelistirmek ve ayni zamanda test edilen sistemlerde sekonder
metabolizmay1 gelistirmek amaciyla, H. perforatum’un in vitro da yetistirilen ve ii¢ sivi
kiiltiir; total daldirma (TI), kismi daldirma(PI) ve koprii destek (PB) sisteminde
yetistirilen siirglinlerden nodal segmentler elde etmislerdir. Yar1 kat1 ortami (3 g/L
fitajel TM) , kontrol grubu (SS) olarak kullanmislardir. Organogenik cevaplar
arastirarak, fenolik bilesikler, hiperisin ve polifenol oksidazlar (PPO) ve peroksidazlarin
(POX) aktivitelerini hesaplamiglardir. Kiiltirden 80 gilin sonra, adventif siirgiin
proliferasyonu ve uyarilmasi, PI ve SS sistemlerinde benzerken (65.3 ve 71.3 siirgiin)
,PB sisteminde eksplant basina siirgiin en az oldugunu (29.5 siirgiin) goérmiislerdir. En
uzun siirgiinleri, PI ortamindan elde etmislerdir. TI sistemindeki siirgiinlerde
hiperhidrisite oldugunu, TI ve PB sistemindeki siirgiinlerde kahverengilesmeler
oldugunu gozlemlemislerdir. En yiiksek fenolik bilesik ve hiperisin konsantrasyonunu
PI ve PB sistemlerindeki siirglinlerden 80. giinlerde elde etmislerdir. POX aktivitesi PI
de kiiltiire alinan siirgiinlerde 40. giinde en yiiksekken, PPO Kkiiltiiriin 80.giiniinde biraz
daha aktif oldugunu bulmuslardir. Benzer sekilde POX siirgiin gelisimi ile daha
baglantiliyken, PPO ortam stresi ve kiiltlir sartlarina cevapta daha ge¢ rol oynadigini

bildirmislerdir.
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Rainha ve ark. (2012), H. undulatum *un slirgiin kiiltiirleri ve dogadan toplanan
bitkilerinin su ekstraktlarinin fenolik bilesimini, LC-UV ve LC-MS analizlerini
kullanarak calismislardir. Total fenolik icerikleri Folin—Ciocalteu metoduyla belirlenmis
ve antioksidan aktivitesi, her bir Ornek icin de calisilan iki tamamlayict metod
kullanilarak oOl¢lilmistiir. Kiitle spektrometresi, kuinik asit parcalari, flavonoller,
cogunluklu kuersetin, luteolin ve apigenin glikozides, flavan-3-oller (katesin ve
epikatesin) ve ksantonoid mangiferin ile ¢esitli fenolik asitleri ortaya c¢ikarmustir.
Ormnekler arasinda fenolik bilesik profili ve TPC’de farkliliklar bulunmustur. H.
undulatum™un kiiltiirde yetisen Orneklerinde biiyiikk fenolikler, klorogenik asit;
epikatesin, kuersitrin ve izokuersitrin ile takip edildigini bulmuslardir. Dogadan
toplanan oOrneklerinde ana bilesik olarak hiperosid bulundugunu ve klorogenik asit,
kuersitrin ve izokuersitrin ile takip edildigini belirlemislerdir. TPC ve antioksidan

aktivitenin dogadan toplanan 6rneklerde daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Franklin ve Dias (2011), klorogenik asit (CGA)’in, siirgiin, kok ve kok
tiylerinin gelisiminde potansiyel bir role sahip oldugunu gostermislerdir. Bu
arastirmacilar yaptiklari ¢calismada dnce, tekli hiicre ve biitiinliigli bozulmamais bir bitki
arasinda biitlin in vitro morfolojik asamalarda koprii olabilen H. perforatum igin etkili
ve yeni ince hiicre hattt (TCL) regenerasyon protokolii gelistirmislerdir. Farkli
morfogenik asamalardaki dokular, onlarin CGA {iretiminin baslangicina eslik eden H.
perforatum’un kallus dokularindan siirgiinlerin farklilastigin1 ortaya ¢ikaran fenolik
profilleri i¢in analiz edilmistir. CGA’in ¢esitli konsantrasyonlariyla artirilan
ortamlardaki yiiksek derece organogenik kok eksplantlar1 kiiltiire alinarak CGA’in
organogenesiste varlig1 ortaya ¢ikarilmistir. Sonuglari, CGA 10.0 mg/L’den daha diisiik
konsantrasyonlarinin siirgiin organogenesisini etkilemedigini, fakat daha yiiksek
konsantrasyonlarinin uygulamaya bagli bir konsantrasyonda bu islemi belirgin bir
sekilde azaltigin1 gostermistir. CGA, lateral kokler ve kok tiiylerinin {iiretiminde
herhangi bir etki gostermemistir, fakat NAA varliginda, CGA lateral kokler ve kok
tilylerinin iiretiminde konsantrasyona bagli pozitif bir orant1 géstermistir. Kiiltiir ortama,
bir fenialanin amonyum liyaz inhibitorii, 2-aminoindan-2-fosfonik asit (AIP) ile
artirlldiginda, eksplantlardan, siirglinlerin lateral kokler ve kok tiiylerinin uyarilmasi
belirgin bir sekilde etkilenmistir. Ayrica bu organogenik kiiltiirlerin tiimiinde CGA’in

optimum konsantrasyonlari kismi olarak yeniden diizenlenmistir.
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H. maculatum bitkisinin nodal segmentleri,0.5 mg/L 2iP + 0.2 mg/L BAP + 0.1
mg/LL K + 0.05 mg/L NAA igeren MS besi ortaminda kiiltiire alinarak siirglin
olusturulmus ve elde edilen bitkiler 0.5 mg/L GA; ve 1 mg/L TAA iceren MS ortaminda
koklendirerek topraga aktarilmiglardir (Bacila ve ark. 2010).

H. retusum’™un in vitro teknikler yoluyla ¢oklu siirgilinlerini iiretmek amaciyla,
hormonsuz ortamda ¢imlendirmeyle elde edilen bitkicikleri, siirgiin baglatilmasini tesvik
etmek amaciyla BAP ve KIN hormonlarmin 6 farkli konsantrasyonlarmin bulundugu
MS besiyeri ortamlarinda kiiltiire alinmistir. En yiiksek stirgiin miktar1 0.5 mg/L BAP
(64. 25 siirgiin/eksplant) ortamindan elde edilirken, KIN’de en iyi ortam 1.5 mg/L KIN
(27.87 stirgiin/eksplant) olarak bulunmustur. Bunun disinda siirgiinler, BAP (0.5 mg/L)
ve KIN (1.5 mg/L) hormonlar1, oksinlerle (0.25 mg/L IAA, IBA, NAA) kombine
edilerek 6 farkli ortamda denenmistir. Siirgiin sayis1 ve uzunlugu goz oniine alindiginda
en iyi ortamin 0.5 mg/L BAP + 0.25 mg/L IBA (54.12 siirgiin/eksplant, 3.36 siirgiin
uzunlugu) oldugu bulunmustur. Siirgiin gelisimi i¢in en iyi ortamin BAP’in yalniz

kullanildig1 ortamlar oldugu sonucuna varilmistir (Namh ve ark.2010).

Farkli konsantrasyonlardaki azot kaynagmin (NHy"; NO3") H. perforatum’un
adventif kok kiiltirlerinde sekonder metabolit ve biyokiitle toplanmasindaki etkileri
arastirmak icin, yar1 giiclendirilmis Murashige ve Skoog (MS) besi ortaminda, B5
vitaminleri, 1.0 mg/L IBA, 0.1 mg/L KiN, 3 % (w/v) sukroz, ve amonyum ve nitratin
farkli oranlar1 (0:30, 5:25, 10:20, 15:15, 20:10, 25:5, ve 30:0 mM, NH4Cl ve KNO;
kullanilarak) ilave edilerek hazirlanan ve karanlikta gelistirilen kiiltiirlerde; 5:25 (mM)
oraninda NH,/NO; ™ eklenen ortamin total fenol ve flavonoid bilesikleri ve biyokiitle
artist i¢in uygun oran oldugu bulunmus. Metanolik ekstraktlarin antioksidant
potansiyelleri 1, 1-difenil-2-pikrilhidrazil ve 2, 2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-
stilfonik asit) radikal yakalama kapasitesi olarak ol¢lilmiis. H. perforatum’un adventif
koklerinin, NO*™ azotun (15, 20, ve 25 mM) vyiiksek konsantrasyonlarinda gelisen
koklerden daha yiiksek antioksidant aktivite gdsterdigini, kok ekstraktlarimin hidrojen
peroksit (H,O;) ve malondialdehit degerlendirilmesi, NO;— azotun daha yiiksek
seviyelerinin (15, 20, ve 25 mM) eklendigi kiiltiirlerde, adventif koklerdeki sekonder
metabolit igerigini artiran oksidatif stres altinda oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Adventif
koklerde biyokiitle artis1 igin MS ortamina eklenmesi gereken en iyi azot oraninin 5:25

oldugu ortaya konmustur (Cui ve ark.2010).
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Danova ve ark. (2010), Balkan endemik tiirii olan Hypericum rumeliacum’da
2,4-D, NAA, BAP ve BAP ile NAA’in kombinasyonlar1 ile bu bitki biiylime
diizenleyicilerinin morforegulator etkilerini ayrica fenolik ve flavonoid bilesiklerinin
tiretimi lizerindeki etkilerini, Murashige — Skoog’un besi ortaminda; yaprak laminasi,
govde internod segmentleri, govde nodlar1 ve kok pargalarini kullanarak ¢alismislardir.
Primer eksplantlardan rejenere olan yapilarin histolojik analizleri, embrioid ve
meristemoidlerin her ikisinin varligmi kanitlamistir. Meristemaoidler igerisinde
regenerasyon i¢in en uygun olanlari, BAP ilaveli ortamlarda kiiltiire alinan nod
eksplantlar1 olmustur. Bunun yaninda ¢ift asamali kiiltiir yaklagimi, gelismis olan
kiiltliriin biyosentetik kapasitesinin kiiltliriin devamlihig1 ile birlikte, in vitro bitki
stirgiinlerinin biiyiik miktarinin etkili bir sekilde ¢ogalmasina izin vermistir. Sitokinin
kullanilmayan MS ortaminda uyarilmis ¢oklu siirgiinlerin alt kiiltiirleriyle devam
ettirilen, 0.2 mg/L BAP ilaveli MS ortamindaki siirgiin kiiltiirii stogunun kullanilarak
tiiretilen {ic nodal gévde eksplantinin bir alt kiiltiirii olusturulmustur. Total flavonoid ve
fenoliklerin belirlenmesi bu sekonder metabolit seviyelerinin azalmasinin gegisi,
bunlarin total igeriklerinin bir artisiyla sonuglanan ortamdan BAP’in ¢ikarilmasi

oldugunu gostermistir.

H. triguetrifolium’un kotiledonlar1 0.5 mg/L IAA ve 2 mg/L BAP igeren yari-
kat1 MS besi ortaminda kiiltiire alinarak kallus olusturulmus ve kiiltiiriin ilerleyen
giinlerinde elde edilen embriyojenik kalluslarin hiperisin oranlar1 48 uM /g olarak
bulunmustur. Seraya aktarilan bitkilerde en yliksek hayatta kalma orani (% 94) kum-
perlit-turba (1:1:1 wv:v:v), karistm oraninda yetistirilen bitkilerde sinirlandig

goriilmiistiir (Oluk ve ark.2010).

Karakas ve ark.(2009), in vitro da BAP (0.5, 1.0 and 2.0), % 3 sukroz ve % 5.5
agar igeren MS besi ortaminda kiiltiire aldiklar1 H. triquetrifolium’un tohumlarinin
cimlenmesiyle elde ettikleri siirgiinleri, farkli BAP (0.0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L)
konsantrasyonlarinin  bulundugu MS ortamlarinda kiiltiire alarak BAP’in farkli
konsantrasyonlarinin siirglin sayist ve hiperisin toplanmasi tizerindeki etkilerini
aragtirmiglardir. Caligmalar1 sonucunda, en yiiksek siirgiin sayisini 2.0 mg/L BAP ilaveli
ortamdan ve en yiiksek hiperisin oranini da 1.0 mg/L BAP ilaveli ortamdan elde

etmislerdir.
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Kaz Daglari’ndan toplanan H. triguetrifolium bitkilerinin 1.25 mg/L TDZ ve 0.5
mg/L IAA igeren MS ortaminda siirgiin olusumu, 1 mg/L TAA eklenen ortamda da kok

olusumu saglanarak bu bitkiler sera ortamina alistirilmislardir (Oluk ve Orhan 2009).

H. perforatum var. angustifolium’ un farkli in vitro sistemlerde ksanton ve
antosiyanin iretimini aragtirmak i¢in yapilan ¢alismada, farkli gelisim asamalarindaki
farklilasmamis kalluslar ve rejenere siirgiinler, antosiyanin belirlenmesi ve miktar
tayinini yapabilen bir ekstraksiyon ve analitik prosediir ile analiz edilmistir. Bu
calismada H. perforatum’ un siirgiin baglangici ve ileriki gelisim asamalarinda hiperisin
ve antosiyaninlerin birlikte varligi gosterilmistir. Ayrica farklilasmamis kalluslarda

ksantonlarin yiiksek miktarda tiretildigi de bulunmustur (Mulinacci ve ark. 2008).

Liu ve ark. (2007), BAP, ZT ve TDZ’un bitki gelisimi ve hiperisinler
(psodohiperisin ve hiperisin) ve hiperforin {izerindeki etkilerini arastirmislar. H.
perforatum’un modifiye edilmis MS ortamlarina % 50 azaltilmis amonyum nitrat ve
potasyum nitrat ve BAP (0.44 uM) ve IBA (0.049 uM) eklenmesi, hiperisinlerin
iiretiminde artisa neden olmustur. Benzer sonuglar H. sampsonii’nin besi ortamindaki
cok kiiciik degisikliklerle (0.46 uM ZT ve 0.049 uM IBA) de elde edilmistir. H.
perforatum’da ortama TDZ (0.45 uM) ilavesiyle psddohiperisin ve hiperisin liretiminde
kontrole oranla yaklasik 2.95 - 2.62 kat artis olmustur. H. sampsonii’de TDZ ilavesi
psOdohiperisin ve hiperisin iiretiminde bir degisiklik yapmamustir. Bu tiirlerin
stirgiinlerinde elisitdrler metil jasmonat (MJA, 50 uM) ve ve onun analogu 2,3-
dihidroxipropil jasmonat (DHPJA, 50 pM) ilavesi de denenmis, MJA uygulanan
kiltiirlerde yaprak senesensi ve biyokiitle inhibisyonu go6zlenirken, DHPJA

uygulamasinin herhangi bir etki yapmadigi gozlenmistir.

H. perforatum’un yaprak kisimlar1 farkli konsantrasyonlarda hazirlanan oksin ve
sitokinin eklenmis MS ortamina aktarilarak in vitro sartlarda kiiltiire alinarak siirgiin
olusumu saglanmis, elde edilen siirgiin kisimlar1 IAA igeren ortamlarda basarili bir

sekilde koklendirilmistir (Wojcik ve Podstolski 2007).

Charchoglyan ve ark. (2007) yaptiklar1 calismada, H. perforatum sirgiin
kiiltiirtinde  hiperforin’in  polifreniletid asilfloroglisinol grubundan ii¢ tlirevini
bulmuslardir. Bu bilesiklerin birikimi seko-hiperforinlerin olusumu i¢in morfogenik

kiiltiirlerin 6nemli bir 6zelligidir. Seko-hiperforinin yapis1 LC-DAD, -MS ve -NMR ile
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dogrudan agiklanmistir. Coklu siirgiin kiiltlirlerinde, hiperforinden seko-hiperforin
olusumu fitohormon olan BAP ve NAA’ten giiclii bir sekilde etkilendigi, BAP’1n artan
oranlarinin hiperforin diizeyini uyardigi ve NAA’in diizeyindeki artisin ise seko-

hiperforin diizeyini artirdig1 saptanmustir.

Cirak (20006), H. perforatum ve H. bupleuroides tirlerinde, steril fidelerden
saglanan sap eksplantlarindan kallus gelisimi i¢in BAP (1, 2.5 ve 5 mg/L), 2,4-D ve
KIN (0.5, 1 ve 1.5 mg/L) ile desteklenmis MS ortamlarinda kiiltiire almis ve denenen
tiim ortamlarda her iki tiirde de kallus olusumunu gozlemistir. Olusan kalluslar H.
perforatum i¢in 1 mg/L BAP, H. bupleuroides icin ise 2 mg/L BAP ile desteklenmis
MS besi ortamlarinda alt kiiltire alindiklarinda yogun bir silirgiin  gelisimi
sergilemislerdir. Kallus gelisim ortaminda kullanilan hormonlarin kallus basina siirgiin
sayisina etkilerinin P<0.01 diizeyinde 6nemli olmustur. H. bupleuroides siirgiinleri
hormon igermeyen temel MS ortaminda koklendirebilmisler ve bu bitkinin kallus
gelistirilmesinde kullanilan hormonlarin in vitro H. bupleuroides bitkiciklerinin
hiperisin ve toplam fenolik oranlari ile siirgiin yas ve kuru agirliklari iizerine bir etkileri
olmadigint bulmustur. Kok gelisimini tamamlayan bu bitkiler dis sartlara kolaylikla
uyum saglamistir. H. perforatum sirgiinlerini ise kok gelisimini tesvik etmek iizere 1
mg/L IAA’in yam sira JA (0.1, 0.15 ve 0.2 mg/L) ve mannan ( 0.05, 0.1 ve 0.15 mg/L)
elisitorleri ile desteklenmis MS ortamlarina transfer etmis, hormon ve elisitor
uygulamalarinin koklenme iizerine etkilerinin 6nemsiz oldugunu goézlemlemistir. Bu
ortamlarda koklendirilen bitkicikler saksilara alinarak 3 ay boyunca sera sartlarinda
yetistirilmislerdir. Hormon ve elisitér uygulamalarinin in vitro ve ex vitro bitkiciklerin
toplam fenolik oranlarma etkileri dnemsiz olmustur. Elisitor uygulamalart in vitro
bitkiciklerde yas ve kuru agirligi onemli seviyede diisiiriirken (P<0.01), in vivo

bitkiciklerin yas ve kuru agirliklari tizerine etkilerinin 6nemsiz oldugu belirlenmistir.

H. perforatum’un hipokotil kisimlar1 5 umol/L TDZ igeren MS ortaminda
kiiltiire alinarak siirglin olusumu saglanmis ayrica hipokotil kisimlar1 tizerine BAP ve

[AA nin etkili olmadigi bulunmustur ( Murch ve ark 2006).

In vitro sartlarda Hypericum ile yapilan bir ¢alismada, yaprak diskleri ve gévde
segmentleri KIN, 2,4-D (0.5, 1 ve 1.5 mg /L) ve sukroz (30, 40 ve 50 g/L) igeren
Murashige ve Skoog ortamlarinda, karanlik sartlarda ve 26 + 2 °C de sekiz hafta
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boyunca kiiltiire alinmistir. Bitki biliylime diizenleyicileri i¢eren biitiin ortamlarda kallus
olusumu goézlenmistir. Ancak, kallus olusum siklig1 bakimindan en yiiksek degerler 30
g/L sukroz, 0.5 mg/L 2,4-D ve 0.5 mg/L KiN iceren MS ortamindan elde edilmistir.
Elde edilen kalluslar siirglin olusumu i¢in 1 mg/L BAP; kok olusumu i¢in ise 1 mg/L
IAA igeren MS ortamlarinda alt kiiltiire alinmislardir. Kallus basina siirgiin sayisi ve
hiperisin igerigi bu siirgiinlerde arastirilmis, yaprak disklerinden gelisen kalluslarin
olusturdugu rejenerantlarda bu degerler daha yiiksek olup sirasiyla 19 siirgiin/kallus ve

% 0.048 olarak tespit edilmistir (Ayan ve ark., 2005).

Hypericum’un in vitro kiiltiirlerinde bitki biiylime diizenleyicilerinin hiperisin ve
psodohiperisin  igerigi  lizerine etkilerini  bulmak i¢in yaptigi c¢alismada,
naftadiantronlarin miktar tayinleri icin HPLC kullanilmis ve sonuglar ESI-MS ile
dogrulanmigtir. BAP ilaveli katt MS/B5 ortaminda yetistirilen siirgiinlerden bitkiler
cogaltilmig ve kalluslar gelistirilmistir. Siirglinlerin regeneratif potansiyelleri oksin,
IAA veya IBA eklenmis ortamlarda arastirilmistir. H. perforatum’un kallus silirgiin ve
bitkileri hiperisin ve psddohiperisin iiretmislerdir. Kallus kiiltiirlerinde BAP hiperisin
iceriklerini degistirmemistir. Hypericum bitkileri oksin (IAA ve IBA) varliginda
hiperisin ve psodohiperisin tiretmislerdir. Bitkilerde TAA varlig1 naftadiantronlarin
{iretimini etkilememis fakat IBA hiperisin ve psodohiperisin miktarini azaltmistir. /n
vitro kiiltiirlerinde besi ortamlarina fitohormonal ilaveler spesifik naftadiantronlarin
birikimini etkilemektedir. Hypericum’un in vitro kiiltiirleri hiperisin ve psddohiperisin

tiretimi i¢in gelecek vaad eden sistemlerdir.( Gadzovska ve ark., 2005).

Bais ve ark. (2002)’nin rapor ettiklerine gére son yillarda H. perforatum’un
kullanimi, yaprak ve ciceklerinde bulunan hiperisinin farmakolojik o6zelliklerinden
dolayr artmigtir. Adi gegen arastiricilar hiperisinin genis c¢apta iiretimini miimkiin
kilmak amaciyla bu bitkinin in vitro sartlarda tiretimi ve yetistirilmesi i¢in yeni bir
hiicre kiiltiir sistemi gelistirmislerdir. 2,4-D ve KIN ile modifiye edilmis MS ortaminda
gelistirilen yaprak eksplantlari, denemede kullanilan diger ortamlarla karsilastirildiginda
en yiksek kallus olusum oranini vermislerdir. Hiperisinin hiicre fazinda ve
yapraklardaki lokalizasyonu cesitlilik gostermistir. Bu madde hiicre igerisinde 6zel
organellerde ve yapraklarda ise vakuollerde birikim gdstermistir. Ayrica 1s1k ve karanlik

sartlar da biiyiime ve hiperisin liretimi lizerine etkili olmustur.
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Sekonder metabolit elde etmek amaciyla kullanilan yontemlerden birisi de kallus
kiiltiirleridir. Kallus kiiltiirleri, kat1 (agarl) besi ortaminda elde edilen farklilasmamais
hiicre topluluklaridir. Kallusta bulunan sekonder metabolit icerigini degistirmek igin
cesitli uygulamalar yapilmistir. Bunlardan biri, kalluslara farkli hormon tipi ve

konsantrasyonlarinin uygulanmasidir.

Legha ve ark. (2012), Calendula officinalis L.’nin ¢icek eksplantlarindan 2.0
mg/L 2,4-D ilaveli Murashige ve Skoog (MS) besi ortaminda ve tamamen karanlik
sartlar altinda en iyi kalluslar1 elde etmistir. Sukroz konsantrasyonunun artirilmasiyla
karotenoid pigmentlerinin uyarimi belirgin bir sekilde artinlmistir. Diisiik sukroz
konsantrasyonlari, pigment iiretiminin baslatilmasin1 ertelettigi ve karotenoid
pigmentlerinin iiretim seviyelerini azaltig1 goriilmiistiir. En yiiksek karotenoid
pigmentleri miktar1 amonyum nitrojensiz besi ortamindaki kalluslardan elde edilmis.
Yar1 kati ortamdaki kalluslardaki karotenoid pigmentleri miktar1 sivi ortamda
gelisenlerden daha diisiik ¢ikmustir. /n vitro ortamdaki karotenoid miktar1 amonyum
nitrojenin nitrat nitrojene degisimi ve ortamdaki sukroz konsantrasyonlarindaki

gelisimlerle optimize edilmistir.

Pasqua ve ark. (2008), H. perforatum var. angustifolium Borkh’un
yapraklarindan tiiretilen  kalluslardan  somatik  embriyogenesis ve  slirgiin
rejenerasyonunu uyararak, morfojenik programlarla, somatik embriyogenesis ve siirgiin
rejenerasyonuyla iyi sekillenmis bitkicikler elde etmisler ve bu bitkicikleri kullanarak
5.8 mM 2,4-D, 1.34 mM NAA ve 1.16 mM KIiN ilaveli stvi MS ve BS besi ortamlarinda
proembriyonik kiitleler elde etmiglerdir. Daha sonra bunlari hormonsuz ortama transfer
etmisler ve bunlarin beyazimsi ve yuvarlak yapilar olusturdugunu gézlemlemislerdir.
Ayrica, 2 mM IBA ile birlestirilmis farkli konsantrasyonlarda (3, 6, 9, 12 mM) TDZ
iceren agarli MS ortaminda sadece siirglin regenerasyonu ve somatik olmayan
embriyogenesis elde edildigini ve 3 mM TDZ konsantrasyonunda siirgiin sayisinda

belirgin bir artis oldugunu da goézlemlemislerdir.

Kirakosyan ve ark. (2000), H. perforatum stamenlerinden gelistirilen hiicre
stispansiyon kiiltlirleri ve kallus dokularinda morfogenesis, rejenerasyon ve hiperisin
sentezini incelemislerdir. 11k kalluslar, MS’e ilaveten BAP ve NAA’ nin yan1 sira makro

ve mikro besinleri ihtiva eden agar ortamindan elde edilmislerdir. Hiperisin ve
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psodohiperisin igerikleri, rejenerasyonun ve morfogenesisin farkli asamalarinda
Olclilmiistiir. Bu iki bilesen aseton ve metanol ile saflastirilmistir. Normal yapraklara
gbre oldukca biiylik olan farklilagsmis yapraklarda toplam hiperisin ve psddohiperisin
icerigi ile birlikte yeni gelismekte olan rejenere yapraklarda multiple hiicreler arasi
yapilarin ve hiperisin depolarinin gelismekte oldugu belirlenmistir. Arastiricilar sonug
olarak farklilasmis hiicre yapilarindaki toplam hiperisin ve psddohiperisin igeriginin
hiicrelerin farklilasma derecesi ile ilgili oldugunu ve en yiiksek degerlerine yaprak

morfogenesisi boyunca ulastiklarini bildirmislerdir.

Sekonder metabolit tiretimini artirmak amaciyla yapilan uygulamalardan en sik
rastlanilan1 sukroz uygulamasi olup; Sakuta ve ark. (1986) ve lilker (1987) kiiltiir
ortaminda sukrozla artan osmotik basincin, antosiyaninler ve betasiyaninler gibi bazi
sekonder metabolitleri artirdigini belirtmislerdir. Kiiltiir baslangicinda yesil olan
dokularin yesil pigmentlerini zamanla kaybettigi ve bu doku yesilliginin disaridan
verilen bir karbon kaynagina bagli oldugu bilinmektedir. Yani, kiltiir ortamina
kullanilabilir bir karbon kaynaginin eklenmesi gereklidir. En genel kullanilan karbon
kaynag1 % 2-5 konsantrasyonunda sukrozdur. Sukroz kiiltlir ortaminda ¢esitli metabolik
aktiviteler i¢in gereklidir. Glukoz ve fruktozunda bazi dokularin iyi gelisimi i¢in destek

oldugu bilinmektedir. Sekerler ayrica ortamin biiyiik ozmotik komponentleridir.

Ortamda artan sukroz konsantrasyonunun antosiyanin birikimini tesvik ettigi
daha 6nce bu alanda ¢aligmalar yapmis olan Ozeki ve Komamine (1985), Nozue ve ark.
(1987) ve Cormier ve ark. (1990) tarafindan da ifade edilmistir. Bununla birlikte
sukrozun disinda glukoz ve mannitoliin (Tholakalabavi ve ark. 1994) de kullanildigi

bilinmektedir.

Motallebi ve ark. (2011), hidrolize kazein (0.0 ve 500 mg/L), mannitol (0.0,5 ve
10 g/L) ve sukroz (20 ve 30 g/L)’un siirgiin uyarimi lizerindeki etkisini arastirmiglardir.
In vitro bitkiciklerin yaprak diskleri, siirgiin uyarimmi saglamak igin 0.5 mg/L BAP
ilaveli MS ortaminda kiiltiire alinmiglar. Bitiin kiiltiirler karanlikta 25+°C de 1 ay
boyunca kiiltiire alinmislardir. Biitlin uygulamalarda kallus ve silirgiin uyarimi
gbzlenmistir. Kallus ¢ap1 ve siirgilin sayis1 mannitol ve sukroz konsantrasyonlarindan ve
bunlarin etkilesiminden belirgin bir sekilde etkilenmistir. En yiiksek kallus ¢ap1 5 g/L

mannitol ve 20 g/L sukroz ilaveli besi ortamindan elde edilmistir. En yiiksek siirgiin
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sayis1 20 veya 30 g/L sukroz ve 5 veya 10 g/ mannitol ilaveli ortamdan elde edilmistir.
Siirgiin  topluluklarinin  taze agirliklart mannitol, sukroz ve hidrolize kazein
konsantrasyonlar1 degisiminden belirgin bir sekilde etkilenmistir. En yiiksek taze

agirhigr 20 g/L ve 0.0 g/L mannitol ilaveli ortamdan elde edilmistir.

Gopitha ve ark. (2010), seker kamisinda, kallus olusumu ve siirgiin ve kok
proliferasyonunda 2,4-D, oksin, sitokinin sukroz ve farkli pH seviyelerinin etkilerini
saptamak i¢in yaptiklar1 ¢aligmada en iyi kallus uyarimint 3.0 mg/L, 2,4-D ve % 10
hindistan cevizi siitii ortaminda, en iyi siirgiin rejenerasyonu 1.0 mg/L BAP ve 0.5 mg/L
IBA ilaveli MS ortaminda elde etmis, kdk proliferasyonu i¢in en iyi ortamin 3 mg/L

NAA ve 5 % sukroz ilaveli ortamdan elde etmislerdir.

Isik bitki biiylimesi ve gelisimi yaninda primer ve sekonder bilesiklerin
biyosentezinde de diizenleyici rol oynayan faktorlerdendir (Kurata ve ark., 1997; Zhong
ve ark.,1991). Bitkilerdeki tibbi bilesiklerin sentezi 151k yogunlugundan bitkideki
morfolojik ve fizyolojik karakterlerle etkilenmektedir (Kurata ve ark, .1997; Jaafar ve
Rahmat. 2008; Briskin ve Gawienowski, 2001). Briskin ve ark., (2001), H.
Perforatum un yiiksek 151k yogunlugu (400 umol m™s™) altinda gelistiginde hiperisin

sentezinin belirgin bir sekilde artigini bildirmislerdir.

Yiiksek 151k yogunlugu altinda gelisen yiiksek fotosentetik oranin yaprak
dokularinda sekonder metabolit artist ve karbon asimilasyon miktarinda artigla
sonuglandig1 diistiniilmektedir. Fenolik biyosentezi 1s18a veya 151k tarafindan
gelistirilmeye ihtiya¢ duyar fakat flavonoid olusumu kesinlikle 1s18a baglhdir ve onun
biyosentetik orani 1s1k siddeti ve yogunluguna baglidir (Xie ve Wang, 2006). Daha
onceki calismalar 151k siddetindeki degisimlerin bitkilerdeki total fenollerin ve
flavonoidlerin iiretimini degistirebildigini gostermistir (Graham, 1998). Michel ve ark.
(2001), total fenollerin tiretiminin bitki pigmentleri (klorofil ve karotenoid) ile baglantili
oldugunu bildirmislerdir. Flavonoidlerin aksine ksantofil dongiisiiniin, 1s1k siddetindeki

ani artiglara kars1 fotosentezin korunmasi ile ilgili oldugu goriilmiistiir.

Farklr 151k siddeti ve yogunluklarinin kullanimi kalluslarda sekonder metabolit
iceriginin  degisimi  iizerindeki  etkilerinin  arastirilmasi  i¢in  kullanilan

uygulamalardandir. Isik varliginda IAA-oksidazin aktivitesinin artarak sitokinin ve
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oksin arasindaki i¢ dengeyi degistirmekte ve kallus biiylimesini azaltmaktadir (Gaspar

ve ark., 1982).

H. perforatum i¢in yapraklardaki hiperisin seviyelerine 151k yogunlugu ve kok
azot gereksinimlerinin etkileri kumlu kiiltiirde yapay 151k kullanilarak arastirilmistir.
H.perforatum’un 106 pmol m?s' dan 402 pmol m?s' ye dogru artan 1s1k
yogunluklariyla aydinlatilmasinin yaprak hiperisinlerinde artisa neden oldugu
saptanmistir. Yaprak diseksiyonu metodu kullanilarak, yapraklardaki koyu bezelerle
hiperisinler arasinda iliski oldugu ve 151k yogunlugunun artisiyla yapraklardaki koyu
beze sayisinin bir paralellik gosterdigi bulunmustur. Yani yaprak koyu salgi bezleri ile
hiperisin miktar1 arasinda dogrusal bir orant1 bulunmaktadir. Azot alimindaki azalma,
yaprak hiperisinlerinde artisla sonuglanirken, test edilen azot seviyeleri iizerinde
diizensiz bir hareket meydana gelmis ve yaprak hiperisinleri {izerinde belli bir etkisi
goriilmemistir. Isik yogunlugunun artirtlmasi ve nitrojen aliminin azaltilmasinin, yaprak
hiperisinleri lizerinde gelistirici etkisi oldugu bulunmus ve bu ¢evresel parametrelerin,
fitokimyasallarin {iretimini etkiledigi stirecler ve bolgelerdeki farkliliklar1 yansittigi

bildirilmistir (Briskin ve Gawienowski, 2001).

Pretto ve Santarem (2000), H. perforatum’un yaprak eksplantlarini, kallus
olusumunu baslatmak i¢in, 2 ,4-D (0.45 veya 4.5 uM) ve BAP (0.44 veya 4.4 uM) veya
KIN (0.46 veya 4.6uM) ilave edilen MS ortaminda, karanlik ve 151k sartlar1 altinda
kiiltiire almis, calisilan biitiin ortamlarda kallus olustugunu ve en yiiksek hiicre
proliferasyonunun 4.4 uM BAP ve 4.5 uM 2.,4-D ilave edilen karanlik ortamdan elde
edildigini bulmuslardir. Kallus olusturan 4.6uM KIN ve 0.45 uM 2,4-D ortamindaki
kalluslarin 6 hafta sonra 4.4 uM BAP ilave edilen MS besi ortamina aktarilmasiyla
stirgiin olusumu saglanmis, IBA, 4.9 uM bulunan veya bulunmayan, yarim veya tam
giiclendirilmis MS besi ortamlarinda siirglinlerden kok olusturulmus ve en yiiksek
koklenme oraninin IBA bulunmayan yar1 giiclendirilmis MS ortamindan elde edilmis ve

bu bitkiler sera sartlarina kolayca alistirilmistir.

Ortam pH’sindaki degisiklikler de kullanilan uygulamalar arasindadir. pH gibi
degisiklikler, c¢esitli mineral iyonlarinin ortamda bulunmalarini ve bunlarin bitki

tarafindan alinimlarini etkilemektedir.
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Doku kiiltiirlerinde kullanilan besi ortamlarinin pH’s1 genellikle sterilizasyondan
once 5.0 ve 6.0 arasinda ayarlanmaktadir. Straus ve La Rue (1954), misir endosperm
kalluslarinda en iyi taze agirlik miktarini pH 7.0 ve kuru agirlikta en iyi miktar1 pH 6.1

de elde etmistir.

Genellikle 6.0’dan daha yiiksek bir pH, besi ortaminin daha sertlesmesine ,5.0’
dan daha diisiik pH ise besi ortaminda, agarin yeteri miktarda jellesmesine izin
vermemektedir. Ortamin pH’st  hazirhk ve kiiltiiriin ~ ¢esitli  asamalarinda
degisebilmektedir. Ortam pH’sinin jellestirici faktoriin ilavesinden sonra ayarlanmasi
otoklavlamada ciddi bir diisis gosterir. Bitki dokusu ve ortam arasinda baglangic
pH’sina bakmaksizin bir denge pH s1 ayarlanir (Skirvin ve ark. 1986; Williams ve ark
.,1990). Ortamdaki NH;" ve NO; iyonlar1 da pH’y1 etkiler. NH,  orani baskin
oldugunda H" iyonlarinin agiga ¢ikmasindan dolay1 ortam asitlesmekte, NOs~ iyonlar
daha fazla oldugunda OH" iyonlarindan dolay1 pH artmaktadir (Dougall, 1980; Congard
ve ark. 1986).

2.5. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirleri

Hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri tibbi ve ekonomik ag¢idan degerli sekonder
metabolitlerin iiretilmesine yonelik kullanilan yontemlerden biridir. Hiicre siispansiyon
kiiltiirlerindeki hiicrelerin diger kiiltiir sistemlerindekilere gore hizli boliinmeleri ve
hiicre stispansiyon kiiltiirlerinin mikrobiyal sistemlere benzerlik gostermeleri, biiyiik
olgekli kiiltlir sistemlerinin kurulmasina olanak tanir. Bdylece kiitle olarak daha yiiksek
miktarda hiicre toplulugu elde edilir. Sekonder metabolit iiretimine iliskin deneysel
yaklagimlarin kolay uygulanabilmesi, arastirma konusuna uygun olarak istenen hiicre
hatlarinin  olusturulmas1 ve se¢imi, bu Kkiiltlir sistemlerinin diger avantajlari

olusturmaktadir.

Bitki hiicre kiiltiirlerinin yani siispansiyon kiiltlirlerinin olusturulmasinda ilk
adim, kallus kiiltiirlerinin yapilmasidir. Kallus kiiltiirleri, kat1 (agarli) besi ortaminda
elde edilen farklilasmamus hiicre topluluklaridir. Istenilen 6zelliklerdeki bir siispansiyon
kiiltiiriiniin elde edilmesi kallus dokusunun niteligine baglidir. Bunun i¢in kallus

dokusunun kolayca dagilabilmesi gerekir. Bu 6zellikteki kalluslarin elde edilmesi ancak
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kiiltiir ortamindaki kallus dokularmin birka¢ kez alt kiiltiire alinmasi ile miimkiindiir

(Allan, 1996).

Kallus dokular1 s1v1 ¢alkalamali ortama aktarildiklarinda hiicreler bu ortamda tek
ya da kiiclik hiicre kiimeleri halinde dagilim gosterirler. Bu durum hiicrelerin sivi
ortamla dogrudan etkilesimine olanak sagladigindan dolay1 besinlerin hiicreler
tarafindan kolaylikla alinmasini ve dolayisiyla hizli bir biiyiime ve ¢ogalma olayinin
gerceklesmesi saglanir. Bu 6zelliklerden dolay1 biiylime parametrelerinin izlenmesi ve
biyokimyasal olaylarin arastirilmasinda siispansiyon kiiltiirleri, kallus kiiltlirlerine gore

daha avantajlhidir (Phillips ve ark. 2007).

Stispansiyon kiiltiirleri, besi ortaminda diizgiince dagilan otonom hiicrelerden
olusurlar. Siispansiyon ortamindaki hiicreler fizyolojik olarak biitliin bitkiden daha
homojen bir 6zellikte olup (bu yilizden potansiyel olarak kontrol edilebilir) kimyasal
maddelerin iretimi i¢in bir¢ok avantaj sunar. Yani totipotent olan bitki hiicreleri
sekonder bilesiklerin herhangi birini sentezleme potansiyeline sahiptir. Bitki hiicre
kiiltiirleri ile sekonder bilesiklerin sentezi genellikle, biiyiime yavasladigi zaman olusur
ve bliylime ile sekonder iirlin birikimi arasinda ters bir iliski vardir. Yavas biiyiiyen
organize hiicreler bitkilerde primer metabolizmay1 smirlarken sekonder metabolit

iiretiminin daha fazla olmasina olanak saglar.

Pasqua ve ark. (2003), H. perforatum bitkisinin hiicre slispansiyon kiiltiirleri,
kalluslar1 ve in vitro siirgiin ve koklerinden hazirlanan metanol ekstraktlarinin
hiperisinler, hiperforinler ve flavonoidleri iiretebilme kabiliyetlerini arastirmislardir.
Rejenere siirgiinlerde hiperisinlerin sentezi, yaprak ylizeyinde ve kenarlarindaki siyah
bezeler olarak fark edilen salgi yapilarmin olusumu ile ilgili bulunmustur.
Hiperforinlerin ve flavonoidlerin iiretiminin uyarilabilmesi i¢in de yaprak gelisiminin
artmas1 gerektigi tespit edilmistir. Ksantonlar, hiicre siispansiyon kiiltiirleri,
farklilasmamis kalluslar ve bitkiciklerden ya da kalluslardan gelisen koklerdeki temel
metabolitler olarak tespit edilmistir. Hiperisinler, hiperforinler ve flavonoidlerin aksine,

bitkiciklerin kok hari¢ diger kisimlarinda ksantonlarin varligi saptanamamagtir.

Hiicre ve organ Kkiiltiirleri, sinirli bir zaman ve alanda fitokimyasallarin

biyosentezi i¢in onemli bir metod olarak kullanilmaktadir (Jeong ve ark. 2009). Genis
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Olcekte bir kiiltiir olusumu i¢in bitki tiirlerine gore degisen fiziksel ve kimyasal sartlar,

kiiltlir dokular1 ve kiiltlir materyalleri gereklidir.

Coste ve ark. (2011), H. hirsutum ve H. maculatum’un bitki gelisimi ve hiperisin
ve psodohiperisin ve hiperforin birikimi iizerinde bitki biiylime diizenleyicileri (BAP,
KIN, 2iP, TDZ ve NAA), 10 mM NH, ve 5 mM NO; igeren modifiye MS besi ortami
ve 2iP, BAP, KIN ve NAA igeren (MSM ortam1) ve iki elisitdr [jasmonik asit (JA), ve
salisilik asit (SA)] ortamlarinin etkilerini arastirmak amaciyla yaptiklari calisma
sonucunda, BAP (0.4 mg/L) veya KiN (0.4 mg/L) ilaveli siirgiin kiiltiiri ortamlarinin
hiperisin ve hiperforin retimini artirdigini, ortama TDZ (0.4 mg/L) eklendiginde
hiperisin ve hiperforin konsantrasyonlarinin azaldigi, TDZ’ nin ayni zamanda rejenere
stirglinlerde nekrozisi ve hiperhidrik malformasyonlari tetikledigini gostermislerdir. H.
maculatum’un MSM ortaminda kiiltiire alinmasi, hiperisin {iretimini kontrol grubuna
oranla yaklasik iki kat artirmis, H. hirsutum siirglinlerinin ayni ortamda yetistirilmesi de
hiperforin liretiminde 6.16 kat artisa yol agmistir. SA hiperisinlerin birikiminde fazla
etkili olmazken, SA H. hirsutum’da 50 puM konsantrsyonunda hiperisin (7.98 kat) ve
psodohiperisin (13.58 kat) ve H. maculatum’da 200 uM konsantrasyonunda hiperisin
(2.2 kat) ve psodohiperisin (3.94 kat) tiretimini artirdigini bulmugslardir.

Karakas (2010), H. trigquetrifolium’un in vitro kallus ve hiicre silispansiyon
kiiltiirlerinden toplam hiperisin {iretimini artirmak amaciyla etkili bir silispansiyon
kiiltiirii yontemi gelistirmek i¢in yaptig1 ¢alismada, en uygun kallus olusum orani (%
92. 3) 1.0 mg/L BAP + .0 mg/L NAA igceren MS besi ortamindan elde etmistir. Bu
ortamdan elde edilen kalluslari, yine ayn1 hormon oranlarini igeren sivi ortamlara alarak
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin baslatilmasinda kullanmis ve hiicre silispansiyon
kiiltiirlerinde 1.0 mg/L BAP + 2.0 mg/L NAA iceren MS besin ortaminda gelisen
hiicrelerin, kiiltiiriin 20. giiniinde en yiiksek biiyiime orani seviyesine ulastigini,
paketlenmis hiicre hacmi (PHH) 2.33 kat, yas agirlik 5.5 kat ve kuru agirlik 6.30 kat
artis gosterdigini ve 1.0 mg/L BAP + 0.4 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda
geligsen hiicrelerin biiylime parametrelerinin 1.0 mg/L BAP + 2.0 mg/L NAA ortamina

paralel bir artig gosterdigini tesbit etmistir.

Dias ve ark. (2000), H. androsaemum’un kallus ve siispansiyon hiicrelerinde 1,

3, 5, 6 ve 1, 3, 6, 7 yiiksek seviyelerde oksijenli ksantonlarin biriktigini tesbit
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etmislerdir. Bu biiylik bilesiklerin, dordiiniin yeni dogal bilesik olan oksijenlenmis fenil,
piran tiirevleri veya ksantonlar veya fenil gruplarini igerdigini bildirmislerdir. Aym
zamanda ksanton birikiminin ortamdaki hormonlardan énemli bir sekilde etkilendigini
belirlemislerdir. Kallus gelisiminde, 4.5 mM NAA + 2.3 mM KIiN ilaveli ortamin en
yiiksek spesifik ksanton {tretimini (% 1.3 kuru agirhik kiitlesi (DW)) saglarken,
siispansiyon hiicrelerinde ayni ortamin en diisiik miktar1 (0.87% DW) verdigini tesbit
etmislerdir. Kalluslarin, ksanton birikimi ve NAA konsantrasyonu arasinda 4.5-22.5
mM seviyelerinde negatif dogrusal bir orant1 gosterdigini fakat yine bu seviyelerde
ksanton 1,3,6,7:1,3,5,6 oran1 ve biyokiitle iiretiminin NAA konsantrasyonuyla pozitif
bir dogrusal iligki gosterdigini bildirmislerdir. Ortamda 4.5 mM NAA yerine ayni molar
2,4-D, 2.3 mM KIN varliginin ise kalluslarda ksanton birikiminde bir azalmaya neden

oldugunu, KiN yerine BAP kullaniminin ksanton {iretimini azaltigin1 bildirmislerdir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin biiyiime ve sekonder metabolit iiretiminde 15181n

etkisi de pek ¢cok ¢calismada uygulanmustir.

Hypericum bitkilerinde, hiperisin biyosentezinin, biitliinliigli bozulmamis
bitkilerin yapraklarindaki koyu kirmiz1 renkli yag bezelerinin olusumu ve morfogenesis
ile ilgili oldugu bildirilmistir (Zdunek ve Alfermann, 1992). Onceki ¢aligmalar,
stispansiyon kiiltiirlerinde hiperisin liretimi ve bliyiimenin 6nemli 6l¢iide karanlik sartlar

tarafindan kontrol edildigini bildirmektedir (Bais ve ark. 2002).

Yousefzadi ve ark.(2012), Linum album’da iiretilen anti timor 6zelligine sahip,
fenolik bir bilesik olan podopillotoksin (PTOX)’in hiicre kiiltlirlerinde biiyiime ve
PTOX birikimi iizerine 15181n etkisini arastirmislardir. Bunun i¢in normal floresan
lambalarla 1$181n tipini ve periyodunu degistirerek bir takim denemeler yapmis ve bunun
sonucunda, PTOX birikiminin 15181n  kalitesiyle Onemli olgiide degistigini
gozlemlemigler. PTOX birikimi iizerine kirmizi 1s18in etkisinin artiginin, fenilalanin
amonyum liyaz (PAL) enziminin aktivitesinin artisiyla baglantili oldugunu ve bazi
anahtar genlerin ekspresyonu bu PAL geninin kendisi ve sinnamoil-CoA reduktaz
(CCR) bilesiginin biyosenteziyle ilgili oldugunu gozlemlemisler. Mavi 15181n da benzer

etkilere sahip oldugunu bulmuslardir.

Klingauf ve ark. (2005), H. calycinum hiicre kiiltiirlerinde hiperforinlerin

olusumunu inceledikleri arastirmalarinda ylizey sterilizasyonuna tabi tuttuklar1 govde
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segmentlerini MS (Murashige ve skoog, 1962), LS (Linsmaier ve Skoog, 1965) ve BDS
(Gamborg ve Eveleigh, 1968) temel besi ortamlarinda kiiltiire almislardir. Bu
ortamlarda gelisen kalluslardan baslattiklar1 hiicre kiiltiirlerinde hiperforinlerin sentezini
incelemek tizere kiiltiirleri 151k ve karanlik sartlarda devam ettirmisler ve dort giinliik
kiiltiirlerine 100 pmol/L metil jasmonat ve jasmonil-izoldsin ilave etmiglerdir. Sonug
olarak arastiricilar, H. calycinum hicre kiiltiirlerinin hiperforinden ¢ok bu maddenin
homologu olan adhiperforin drettigini ve bu baglamda hiicre kiiltiirlerinin
hiperforinlerin sentezinin incelenmesi i¢in elverisli bir yontem oldugunu, 1s1k sartlarinin
hiperforin iiretimini olumsuz yonde etkiledigini ve ortama metil jasmonat ve jasmonil-
izolosin  elisitorlerinin ~ ilave  edilmesinin  hiperforin ~ verimini  artirmadigini

bildirmislerdir.

H. perforatum’un yaprak ekplantlari, 24-D, BAP ve KiN’in farkh
konsantrasyonlarini iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinarak bu bitkinin kallus ve
hiicre silispansiyon kiiltiirleri olusturulmus ve bu hiicre kiiltiirlerinde karanlik ortamda,

aydinlik ortama kiyasla daha fazla hiperisin igerdigi tesbit edilmistir (Bais ve ark.2002).

Hiicre stispansiyon kiiltiirlerinde sukroz énemli bir karbon ve enerji kaynagidir
ve onun baslangi¢ konsantrasyonu sekonder metabolitlerde {iritin verimliligi ve gelisim

gibi parametrelerini etkileyebilmektedir.

Karwasara ve Dixit (2013), Nothapodytes nimmoniana’nin hiicre kiiltiirlerinin
gelisimi ve alkaloid (0zellikle, antikanser Ozellige sahip kamptotesin bilesiginin),
iretimi iizerine c¢esitli kiiltlir ortami besleyicilerinin etkisini arastirmiglardir. Test
ettikleri glukoz, fruktoz, maltoz ve sukroz gibi seker cesitleri igerisinde en yiiksek
kamptotesin birikiminin sukrozda gézlendigini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda yiiksek
miktarda amonyumun kamptotesin birikimini ve yiiksek miktardaki nitratin da
biyokiitleyi artirdigini tesbit etmislerdir. Sukroz miktarindaki degisikliklerin hiicre
biyokiitlesi ve kamptotesin iiretimi iizerinde onemli degisikliklere neden oldugunu

bulmuslardir.

Grover ve ark.(2012), Camellia sinensis’in hiicre siispansiyon kiiltiirlerini, MS,
N/5 MS ve Heller besi ortamlarinda, BAP (0.05-2 mg/L), 2,4-D (1-10 mg/L) ve sukroz
(10-50 g/L) ilave ederek gelistirmislerdir. Ayrica ortamin pH’sini1 5.2 ile 6.2 aralifinda

degistirmis ve kiiltiirleri tamamen karanli§in yaninda 1s1k aydinlatmasina da maruz
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birakmiglardir. Aroma ve terpenoid ekstraksiyon metodlarinin optimizasyonunu takiben,
hiicre kiiltiirleri ucucu bilesikler GC/MS kullanilarak analiz edilmislerdir. Bu
arastiricilar, mikro SDE cihazim1 kullanarak, 43 bilesigi total olarak hesaplamislardir.
Biiyiik monoterpenoidler arasinda olan a-terpineol ve nerol bilesiklerini elde etmislerdir.
Bunun yaninda 2-etil hegzanol, benzil alkol, benzen asetaldehit nonanal ve
feniletilalkolii de iceren, diger yiiksek aroma degerli bilesikleri de tesbit etmislerdir. Bu
bilesiklerin en yiiksek seviyelerini, 5 mg/L 2,4-D, 1 mg/L. BAP ve 30 g/L sukroz iceren
ve pH of 5.8 olan, tamamen karanlikta kiiltiire alinan ve MS besi ortaminda gelisen

hiicre slispansiyon kiiltiirlerinden elde etmislerdir.

Srivastava ve ark. (2011), Lantana camara’nin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde,
MS+ BAP+ 24-D+ NAA besi ortamindaki silispansiyon hiicrelerinin 6zelliklerini
anlamak amaciyla kiiltiir sisteminde bazi parametrelerde degisiklikler yapmislardir.
Caligmalar1 sonunda, fosfat tiiketiminin hiicre kiiltiiriinde duragan fazi baglattigini
belirlemislerdir. Karbon kaynagi olarak kullandiklart maltozun maksimum triterpenoid
icerigi (31.08 mg/L) saglarken, glukozun en diisiik icerigi (10.69 mg/L) saglandigini,
fakat her iki sekerin de betulinik asit birikimini desteklemedigini bulmuslardir. Sukroz,
her ¢ triterpenoid; oleanolik, ursolik ve betulinik asit tretimini desteklemistir.

Maksimum canli kiiltlir miktarini ise 120 rpm ¢alkalama hizinda elde etmislerdir.

Nagella ve Murthy (2010), Withania somnifera’nin hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde ortamun withanolide A. iretimini belirlemek amaciyla, farkli BBD
(oksinler, oksin ve sitokinin kombinasyonlar1), materyalin kiiltiire alinma yogunlugu
(2.5-20 g/L), farkl besi ortamlar1 (MS, B5, NN ve N6), MS ortaminin gii¢clendirilmesi
(0.25-2.0 x), sukroz konsantrasyonu (% 1-8 (w/v)) ve ortamin baslangic pH’s1 (4.0—
6.5) uygulamalariin etkilerini arasgtirmiglardir. Calismalar1 sonucunda, biyokiitle
birikimi ve withanolid A. liretimi bakimindan optimize edilmis sartlari, 10 g/L kiiltiire
alinan taze materyal, tam giiclendirilmis MS ortami1, % 3 (w/v) sukroz, dort hafta kiiltiir

periyodu ve kiiltiir baglangi¢c pH’sin1 5.8 olarak belirlemislerdir.

Rudgea jasminoides’in hiicre siispansiyon kiiltlirii ortamlarina, karbon kaynagi
olarak, sukroz, glukoz, fruktoz, glukoz + fruktoz eklenerek bu sekerlerin siispansiyon
kiltlirii ortamlarindaki hiicrelerin gelisimleri iizerine etkileri arastirilmis ve kiiltiir

sliresince, sadece sukroz iceren ortamlardaki hiicrelerin kuru agirliklarinda bir artis
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oldugu saptanmistir. Diger ortamlarin da hiicre biiyiimesi iizerine benzer etki

gosterdikleri tespit edilmistir ( Kretzschma ve ark.2007).

Iranbakhsh ve ark.(2007), Datura stramonium bitkisinin hiicre silispansiyon
kiiltiirtinde, tropan alkaloidlerinin iiretimini ve gelisimi optimize etmek amaciyla,
glukoz, sukroz, potasyum nitrat amonyum nitrat ve Kkalsiyum kloridin farkli
konsantrasyonlar1 ile farkli sicaklik degerleri gibi farkli fizikokimyasal sartlar test
etmislerdir. Yaptiklar1 ¢calisma sonucunda, 30 ve 40 g/L glukozun sirasiyla en yiiksek
alkaloid seviyelerine ve biyokiitle iiretimine neden oldugunu, ayrica 20 ve 40 g/L
sukroz konsantrasyonlarmin alkaloid ve biyokiitle iiretimlerinin en yiiksek oranlarini
sagladigin1  tesbit etmislerdir. Nitrat konsantrasyonunun artisinin  alkaloidlerin
azalmasina neden oldugunu ve tropan alkaloidleri ve biyokiitle iiretimi i¢in en iyi
potasyum nitrat konsantrasyonunun 9.4 ve 3.76 mM oldugunu bulmuslardir. Amonyum
nitrat konsantrasyonunu alkaloid iiretimi i¢in 10.3 mM ve biyokiitle liretimi i¢in 41.22
mM olarak optimize etmislerdir. Test edilen sicakliklar igerisinde ise alkaloid tiretimi

icin 20 °C ve biyokiitle i¢in 25 °C degerlerini en 1yi sicakliklar olarak bulmuslardir.

Echinacea angustifolia’nin adventif kok kiiltiirlerinde % 7(w/v) lik yiiksek
sukroz konsantrasyonu biyokiitle toplanmasi i¢in daha yararli olurken, % 5(w/v) lik
sukrozun fenoller ve flavonoidlerin {iretimi icin en iyi konsantrasyon oldugu

bulunmustur (Wu ve ark. 2006).

Bitki hiicrelerinde bulunan biyolojik molekiiller, karboksil ve amino gibi bircok
islevsel gruplar bulundurduklar i¢in asit veya baz gibi davranarak ortamin pH’sini
etkilerler. Ortamin degisen pH’s1 enzimatik reaksiyonlar iizerinde etkili olabilir. Birgcok
reaksiyon belli pH araliklarinda gerceklesir, clinkii enzimlerin katalitik aktivitesiyle
iligkili aminoasit gruplarmin ve substratlarin iyonizasyon durumlar1 farkli pH’larda
degiskenlik gosterir (Voet ve ark.1999). Doku kiiltiiriinde pH, kiiltiir baglatilmadan 6nce
cogu zaman 5-6 arasindaki degerlere ayarlanir. Bu, boliinme i¢in en iyi pH aralig
olarak bilinmektedir. Buna karsilik, ortamin pH’sindaki degisiklikler sekonder
metabolizmada degismelere neden olabilir. Ornegin Ipomea ftiirlerinin hiicre
kiiltiirlerinde triptofanin triptofol gibi indol metabolitlerine doniisimii pH 6.3’te iki
katina ¢ikarken, pH 4.8’de bu doniisiim baskilanmaktadir (Sokmen ve Giirel 2001).
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Sukroz konsantrasyonun normal olarak kullanilan % 2-3 seviyelerinin altina
diismesi, Panax notoginseng’in slispansiyon Kkiiltiirlerinde ginseng saponin ve

polisakkaritlerin liretimini uyardigi bildirilmistir (Zhang ve ark. 1996).

Stispansiyon kiiltiirlerinin  sekonder metabolit iiretimi {izerindeki olumlu
etkilerinin olmasina ragmen, bu sistemlerde de bazi sorunlarla karsilagilabilinmektedir.
Bu sorunlar kiiltiirlerdeki hiicrelerin diger kiiltiir sistemlerine gore genetik ve
biyokimyasal kararliliklarin1 daha az koruyabilmeleri ve bu nedenle bir¢ok sekonder

metabolitin istenilen diizeyde iiretilememesidir.

2.6. LC-MS/MS Analizi Yontemi

Kromatografi, farkli fazlardaki denge esasina dayanarak, bir hareketli faz ile bir
sabit faz yardimiyla karistmin bilesenlerine ayrilmasi islemidir. Kromatografi icin
hareketli faz, sabit faz ve bilesenlerine ayrilacak karisim ile kimyasal tepkimeye
girmeyen uygun bir ¢ozelti olabilir; sabit faz olarak da genellikle farkli caplarda tanecik
biiyiikliikleri olan kristal veya amorf yapidaki maddeler kullanilir. Islem sirasinda,
bilesenlerine ayrilacak konsantre haldeki karisim, sabit fazin baslangi¢ bolgesine konur;
sonra sabit fazin baglangi¢ bdlgesinden ileriye dogru hareketli faz ilerletilir. Hareketli
faz, ilerleyisi sirasinda ¢ozdiigii karisimdaki maddeleri de sabit faz iizerinde degisik
hizlarda ilerletir; bilesenler, sabit fazin farkli bolgelerinde tutulurlar ve boylece

birbirlerinden ayrilirlar:
Ayirma mekanizmalarina gore kromatografi cesitleri sunlardir:
fyon degistirme kromatografisi,
Jel filtrasyon kromatografisi,
Adsorpsiyon kromatografisi,
Partisyon kromatografisi,
Affinite kromatografisi
Ayiriclt materyale gore kromatografi cesitleri sunlardir:
a) Diizeysel kromatografi:

« Ince tabaka kromatografisi
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*Kagit kromatografisi
b) Kolon kromatografisi:

* Gaz kromatografisi (GC)

» Likit kromatografisi (LC)

* Yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC).
Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi (HPLC)

HPLC’nin en 6nemli avantaj1 ayirma giicii, duyarlilig1 ve geri kazanimin ytiksek,
hizli bir yontem olmasidir. Bu yontemde hareketli faz 10-400 atm basing altinda
kolondan 0.1-5 cm/s gibi yiiksek bir hizla gegirilir. Bunun sonucu ayirma hizi ¢ok daha
diisiik olan ve hidrostatik basingla ¢alisan agik sivi kolon kromotografisine gore cok
daha yiiksek olur. Bdylece giinler siliren bir ayirma islemi HPLC’de birkac saatte

tamamlanabilir.
MS (Kiitle Spektrometrisi)

Kiitle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden yiiklii
partikiilleri kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore diger yiiklii partikiillerden ayirt ederek
analizleme esasina gore calismaktadir. Molekiiller normalde yiiklii partikiiller
degillerdir ve kiitle spektrometreleri iyonizasyon islemi ile molekdilleri uyararak yiiklii
iyonize molekiiller haline doniistiiriirler. Y{iikli molekiiller stabil degillerdir ve diger
molekiillerle veya bir yiizey ile temas ettikleri zaman fragmentlerine pargalanir ve
yiiklerini kaybederler. Olusan her bir iyon spesifik bir molekiiler kiitleye ve yiike
sahiptir ve m/z degerlerinin yogunluga (intensite) kars1 gosterildigi bir spektrum ile
bilesik tanimlanmaktadir. Her bir iyonun yogunlugu detektore ulasan miktar1 ile
orantilidir ve her bilesigin spektrumu kendine 6zeldir. Bilinmeyen bir 6rnegin analizi

sonucu elde edilen spektrum referans spektrumu ile karsilastirilarak tanimlanir.

Kiitle spektrometresi, analizlerin hizi, segiciligi ve hassasiyeti gibi degerin

analitik 6zelliklerine ait verileri sunmasiyla ileri bir yontem olarak kullanilmaktadir.

LC/MS, yiiksek performanshh sivi  kromatografisi (HPLC) ve Kkiitle

spektrometresi (MS) analiz metodlarinin birlesiminden olusan bir metodtur.
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Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) nin kiitle spektrometresi ile
birlesimi, farmosotik kesiflerin ve ilag metabolizmasi ve farmakokinetik ve ilag
adaylarinin fizikokimyasal 6zelliklerinin karakterizasyonu, biyolojik testler i¢in yiiksek
veri goriintliileme ve biyolojik amagli kesifleri de igceren gelisim islemleri ve farmasotik

kesiflerin her asamasinda uygulanan oldukea giiclii ve gerekli bir yontemdir.

HPLC’nin kiitle spektrometresiyle birlesimi (HPLC/MS veya LC/MS)
farmosotik  endiistrisinde analitik bir metod olarak kabul edilmekte ve ilac
gelistirilmesinin  her asamasinda kullanilmaktadir. HPLC komplike karigimlardan
bilesenlerin ayrilmasini saglar ve farmosdtik arastirma ve gelistirme islemlerinde temel
analitik metod olarak kabul edilmektedir(Guttman ve ark., 2004; Andersson ve ark.,

2003).

LC/MS metodu, farmosdtik endiistride tanimlama, yliksek veri goriintiileme,
kombinatoryal kimya ila¢ kimyasi ve islemleri arastimasi, ADME (absorbsiyon,
dagitim, metabolizma, atilim) alanlarinda uygulanmaktadir (Warnock ve ark.,2004; Lee

ve Kerns,1999).
LC-MS metodu,
1-LC-MS teki teknolojik avantajlar
2-HPLC ve kiitle spektrofotometresinin performansini artirmasi ve

3-Iz karigimlarin analizlerini yiiksek veri hizli olarak karslanmasini artirmasi

gibi avantajlar1 dolayistyla olduk¢a verimli bir yontem olarak kullanilmaktadir.

LC-MS teknigi H. perforatum fraksiyonlarin biiyilk bilesenlerinin
tanimlanmast ve hizli bir sekilde ayrilmasi i¢in kullanilmaktadir. Tesbit edilen
bilesikler, flavonoidler, naftadiantronlar ve floroglusinoller olmak {iizere ii¢ grupla

temsil edilmektedir.

Son zamanlarda verilen galismalara gore piklerin tanimlanmasi kiitle spektrumu

ve alitkonma zamaninin karsilastirilmasiyla yapilmaktadir (Tastis ve ark., 2007).

Dort naftadiantron (protopsddohiperisin, psddohiperisin, protohiperisin ve
hiperisin), dort floroglusinol (hiperfirin, adhiperfirin, hiperforin, adhiperforin), cesitli
flavonoidler (hiperosid, rutin, kuersetin ve kuersitrin) ve kafeolikuinik asitin kiigiik bir

miktari ile birlikte tanimlanmuslardir.
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Hypericum tiirlerinden flavonoidler, floroglusinoller ve naftadiantronlarin analizi
icin, LC/UV (Brolis ve ark., 1998), LC/MS (Ganzera ve ark., 2002) ve LC/SPE/NMR
(Tatsis ve ark., 2007) gibi LC metodlarinin kullanildig bir¢ok ¢aligmada bildirilmistir.

Pek ¢ok tiir, LC/UV (Umek ve ark., 1999; Maggi ve ark., 2004; Crockett ve ark.,
2005) ve LC/MS (Smelcerovic ve Spiteller, 2006; Smelcerovic ve ark., 2006)

yontemleri ile ¢alisilmustir.

Smelcerovic ve ark.(2008), Tiirkiye’'nin kuzeyinde dogal olarak yetisen 17
hypericum tiiriniin LC-MS kullanarak, farmakolojik olarak énemli 6 fenolik bilesik
(psddohiperisin, hiperisin, hiperforin, rutin, hiperosid, kuersitrin ve kuersetin)
iceriklerini ve kemotaksonomik Onemlerini arastirmiglar. Bu tiirlerde hiperisin ve
psodohiperisin igerikleri arasinda pozitif bir orant1 oldugunu tesbit etmis ve bu iliskiyi

biyosentetik yollardaki genel dnciillerin paralel gelisimiyle agiklamislardir.

Estonya’nin {i¢ farkli habitatindan toplanan H. perforatum’un toprak iistii
kisimlarinin kimyasal bilesiminin arastirilmasi i¢in, bitkinin su ve etanol ekstraktlarinin
fenolik bilesen igerikleri sivi kromatografi-kiitle spektrometresi (LC-MS) ve kapillar

tabaka elekroforezi ile analiz edilmistir (Heljma ve ark.2011).

Spiteller ve ark.(2008), Tiirkiye’de toplanan Hypericum venustum ¢igeklerinin
su ve etanol ekstraktlarinin antioksidant aktivitesi ve fenolik igeriklerini arastirmislar.

Ekstraktlarin bilesimini LC-MS/MS metodunu kullanarak analiz etmisler.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Hypericum retusum’da kallus ve siispansiyon kiiltiirleri ile sekonder metabolit
iretimini artirmaya yonelik uygulamalarin etkilerinin incelendigi bu ¢alismada materyal

olarak kullandigimiz 6rnekler, 2001 tarihinde Diyarbakir ilinden toplanmustir.

3.1.1. Caliyma materyalinin sistematigi
Familya: Hypericaceae(Guttiferae)

Cins: Hypericum L.

Tiir: Hypericum retusum Aucher

Calismada kullanilan bitkilere ait drnekler(Sekil 3.1.), Dicle Universitesi Fen

Fakiiltesi herbaryumunda tutulmaktadir [4.S. Ertekin 2001-326 (DUF) ].

3.1.2. Hypericum retusum Aucher Tiiriiniin Dis Morfolojisi ve Yayilis1

Cok yillik, ot formunda bir bitkidir. Kalkerli step ve tepe kenarlari, tarla
kenarlar1 gibi alanlarda daha sik yetisirler. Boylar1 360-1150 cm yiiksekliginde olabilir.

Yapraklarinin iist kisimlarda siyah salg1 bezleri vardir. Govde, yaprak ve petaller
genellikle bu siyah bezlerle benekli goriiniir, sepallerde genellikle iki siyah damar
bulunur. Govdesi 15-30 cm, dik tiiysiiz, diizensiz siyah salgi bezlerine sahiptir. Ana
govde iizerindeki yapraklar 10-30 mm, seritsi, kenarlar1 geriye veya asagi dogru
kivrilmis, tepesi yuvarlak ve hafif girintili, tist kisim siyah salgi bezli ve genellikle
yilizeysel durumlu, tiiysiiz bazen sarimsi yesil renktedir. Cigek durumu, silindirik veya
nadiren piramidaldir. Cok ¢igeklidir. Sepaller yumurta bi¢ciminde yuvarlak, sapli veya
sapsiz olup, genellikle 2 boylamsal siyah salgi bezli damar bulundurur. Petaller 7-10
mm, genellikle siyah salgi bezleriyle benekli fakat kenarsal salgi bezleri bulunmaz.

Kapsiil 5-7 mm, oval, ucu ¢ok kisa kivriktir.

Genel Cografi Yayihsi: Tirkiye’de; Gaziantep, Kahramanmaras, Diyarbakair,
Mardin ve Sanlhwurfa’da bulunur. Diinya’da: Suriye Colii'nde de bulunur. (

Robson,1975).
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3.1.3. Kallus Kiiltiirlerinin Baslatilmasi icin Uygun Eksplantin Secilmesi

Dogal ortamlarindan toplanan bitkiler, dncelikle laboratuvara getirildikten sonra
kok, govde, yaprak ve c¢icek kisimlari ayri ayri1 kesildi. Bu bitki kisimlari oda
sicakliginda kurutulduktan sonra hiperisin igerikleri tespit edilip sonuglar kaydedildi.
Bitkilerden ayiklanan tohumlar agzi kapali film kutularina konulup, ¢alisma zamanina
kadar, buzdolabinda (+4 °C’de) tutuldu. Daha sonra bitkinin olgun tohumlari
cimlendirilip siirgiin olusturuldu ve in vivo kosullarda yetisen hypericum bitkisinin
farkli organlarindaki fenolik bilesen igerikleri g6z Oniine alinarak kallus kiiltiirleri

baslatildi.
3.2. Metot

3.2.1. Kiiltiir Ortaminin ve Biiyiime Diizenleyicilerinin Hazirlanmasi

Doku kiiltiirii caligsmalarinda kullanilan laboratuvar teknikleri, aslinda rutin ve
standart olarak yapilan islemlerden olusmaktadir. Ancak arastirmanin yontemini ortaya
koymak amaciyla, sterilizasyon islemleri, besi ortamlarinin hazirlanmas1 ve kiiltiir

sartlar1 agagida ayrintili olarak verilmistir.
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3.2.1.1. Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu
Kullanilan Besi Ortami i¢erigi

Calismada besi ortami olarak Murashige ve Skoog (1962) tarafindan Gnerilen

temel besi ortaminin modifiye edilmis sekli kullanildi.

MS besi ortami agagidaki sekilde hazirlandi:

MS ana ¢ozeltisi (Makro elementler) 100 cc
MS mikro elementler-1 10 cc
MS mikro elementler-2 1cc
Kompleks kelator 10 cc
Vitamin karigimi lcc

B1 vitamini ana ¢ozeltisi Icc
Sukroz 30g
Distile su 1000 cc

Kallus Dbaslatma, c¢imlendirme ve proliferasyon asamalarinda ortamin
katilastirilmasi i¢in 7 gr/L agar (Sigma-Aldrich) kullanildi. Ancak hiicre siispansiyon
kiiltiiri ortamimnin sivi olmast gerektiginden agar kullanilmadi. Biitiin  kiiltiir

ortamlarinda pH 5.8’e ayarlandi.

MS besi ortami hazirlanirken, oncelikle asagida igerikleri verilen 6 stok ¢ozelti
olusturulmus ve ihtiya¢ duyulduk¢a kullanilmistir. Cozeltiler hazirlanirken, 6l¢iilii balon
joje igerisindeki bir miktar steril saf suya, belirtilen bilesikler konulmus ve manyetik
karistiricida ¢ozdiiriilerek steril saf su ile istenilen hacme tamamlanmistir. Bu stok
cozeltiler, renkli sigselerde buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmis ve periyodik

araliklarla yenilenmistir.

Stok ¢ozeltilerin ve besi ortaminin hazirlanmasinda, kuru hava sterilizatoriinde
180 °C’de 2 saat siireyle steril edilen saf su kullanilmistir. MS (Murashige ve Skoog)

besi ortaminda kullanilan stok ¢ozeltilerin hazirlanisi ¢izelge 3.1.°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. MS Besi Ortaminda Kullanilan Stok Cozeltilerin Hazirlanigi

Stok Cozelti Kullanilan Kullanilan Distile Su ile Tamamlanan
Kimyasal Miktar Miktar:
NH4NO; 165¢g 1000 cc
MS (makro elementler) Ana | KNO; 19.0¢g
Cozeltisi
CaCl,.2H,0 44¢
MgS0,.7H,0 37¢g
K}12P04 1.7 g
H3BO3 620 mg
MnS0,.4H,0 2230 mg
MS Mikro Elementler 1 Ana ZnS0,.7TH,0 860 mg 1000 cc
Cozeltisi
KI 83 mg
Na,Mo0,4.2H,0 25 mg
MS Mikro 2 Elementler Ana | CuSO,4.5H,0 25 mg 100 cc
Cozeltisi
CoCl,.6H,0O 25 mg
Kompleks Kelator Ana Cozeltisi FeSO,.7H,0 278 g 1000 cc
Na,EDTA 373 g
Vitamin Karisimi Ana Cozeltisi Nikotinik asit 50 mg 100 cc
Glisin 2.0 mg
Pridoksin HCI 50 mg
B1 Vitamini Ana Cozeltisi Tiamin HCI 100 mg 100 cc

48




HILAL SURMUS ASAN

Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Stok Coézeltilerinin Hazirlanmasi

Calismalarimizda kullandigimiz bitki biiyiime diizenleyicileri ve bunlarin stok

cozeltilerinin hazirlanmasi ile ilgili bilgiler asagida verilmistir;
Kullanilan Bitki Biiytime Diizenleyicileri:
2,4-D (2,4- diklorofenoksi asetik asit)
BAP (benzil aminopiirin)
NAA (a-naftalen asetik asit)
Kinetin (6-furfuril aminopiirin)

Calismada kullanilan biitiin ~ bitki biiylime diizenleyicileri, 1 mg/mL
konsantrasyonda stok c¢ozeltileri hazirlanmis ve ihtiya¢c duyuldukc¢a besi ortamlarina
gerekli miktarlarda ilave edilmistir. Stok ¢ozeltiler hazirlanirken, 100 mg olarak tartilan
bitki biliylime diizenleyicileri, 100 mL’lik 6l¢iilii balon jojedeki birkag mL ¢dziicii icinde
manyetik karistirict ile ¢ozdiriilmiistiir. Ardindan steril saf su ile istenilen hacme
tamamlanmistir. Hazirlanan stok c¢ozeltiler, renkli siseler igerisinde, buzdolabinda 4

°C’de muhafaza edilmis ve periyodik olarak yeniden hazirlanmistir.

BAP ve KIN gibi sitokininlerin stok ¢dzeltilerinin hazirlanmasida 0.1 N’lik
NaOH, 2,4-D ve NAA gibi oksinlerin ¢ozdiiriilmesinde ise etil alkol (CH,OH)

kullanildi. Hazirlanan stok ¢ozeltiler 4°C’de buzdolabinda saklandi.

3.2.1.1. Sterilizasyon Islemleri
Cam Malzemelerin Sterilizasyonu

Cam malzemeler (erlenmayer, meziir, balon joje, pipet, beher) sicak su
kullanilarak fir¢a yardimi ile temizlendi. Daha sonra ii¢ defa saf sudan gegirilerek 180

°C’de etiiv de iki saat bekletilerek steril edildi.
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Kiiltiir Kaplarinin Sterilizasyonu

Kiiltiir kab1 olarak cam siseler ve Magenda GA7’ler kullanildi. Kaplar, sicak su
kullanilarak fir¢a yardimi ile temizlendikten sonra bulasik makinesinde yikandi. Daha
sonra kaplar makineden c¢ikarilarak Once sicak sudan sonra da 3 defa saf sudan
gegirilerek cam siseler 180 °C’de 2 saat siireyle etlivde, Magenda GA-;’ler ise 121°C’
de ve 1 atm. basingta 20 dakika siire ile otoklavda steril edildi. Calismanin farkl
asamalarinda degisik kiiltiir kaplarindan yararlanilmis, bu kiiltiir kaplar1 ve 6zellikleri

Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kiiltiir kaplar1 ve dzellikleri

Kiiltiir Kaplari Ozellikleri
Magenta® GA-7 kiiltiir kab1 77x77x97 mm, polikarbonat govde, polipropilen kapakl
Cam kavanoz Sisecam (kod:102921), @66x81 mm, Metal kapakl

Pens ve Bisturilerin Sterilizasyonu

Pens ve bisturiler 6nce % 96’lik alkol ile silinip 10’arli gruplar halinde
alliminyum folyolarla sarilarak 300 °C’de kuru bir sterilizatérde, 30 dakika siire ile

sterilizasyonu yapilir.
Transfer Odasinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Kiiltir odasinda, bir ultraviyole lambasi, iginde ekim islemlerinin
gerceklestirildigi bir laminar hava akisli kabin, sehpa ve dolaplar bulunmaktadir. Kiiltiir
islemlerinin gergeklestirildigi transfer odasinda, kiiltiirden 1 giin dnce seyreltilmis ticari
camagsir suyu kullanilarak zemin ve diger yiizeyler temizlenmis ve steril kabin % 96’lik
alkol ile silinmigtir. Kullanilan yatay iiflemeli steril kabinde ultraviyole (UV) lambasi
ve odaya yerlestirilen ayr1 bir UV lambasmin kiiltirden 6nceki gece 3 saat siireyle

calismasi saglanarak ortam dezenfekte edildi.
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Kiiltiir Odasinin Sartlar:

Kiiltiir odasi, beyaz floresan lamba ile aydinlatilmis ve bitkisel materyalin
gelisimi i¢in gerekli olan fotoperiyot, 1siklandirma sisteminin 16 saat aydinlik ve 8 saat
karanlik olacak sekilde zaman ayarlayicisi ile ayarlanmigtir. Sicaklik, klima yardimu ile
25 £ 2 °C’de tutulmug ve muhtemel klima arizalarina karsi, sicakligin 30 °C’nin iizerine

ctkmas1 durumunda lambalar1 kapatan bir termostat yerlestirilmistir

3.2.2. Doku Kiiltiirii Asamalari

H.retusum’da doku kiiltiirlerinin  baglatilmasi, siispansiyon kiiltiirlerinin
olusturulmasi ve sekonder metabolit liretimini artirmaya yonelik ¢alismalarin agamalari

ve bu asamalarda yapilan ¢aligmalar agsagida sunulmustur.

3.2.2.1. Tohumlarin Cimlendirilmesi

Bu agamada tohumlar 6n sterilizasyon i¢in akan ¢esme suyunda yikandi ve %
70°’1ik etanol (w/v) ¢ozeltisine 30 s. daldirilip ¢ikarildi. Daha sonra % 5’°lik sodyum
hipoklorid (NaOCI) ¢ozeltisiyle 10 d. ¢alkalandi. Tohumlar her biri 5’er d. olmak {izere
3 kez sterilize saf su ile durulanarak yiizey sterilizasyonlar1 yapildi. Tohumlar besi
ortammna aktarilmadan oOnce steril kurutma kagitlart iizerinde kurumalar igin
bekletildiler. Yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra tohumlar, ¢imlenmesi igin

hormonsuz MS besi ortamina aktarildi (Naml1 ve ark.2010).

3.2.2.2. Proliferasyon Asamasi

Bu asamada ¢imlendirilen tohumlardan elde edilen siirgiinler alinarak, 0.5 mg/L
BAP’in bulundugu MS besi ortamina aktarilarak siirgiinlerin gelistirilmesi saglandi

(Naml ve ark.2010).
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3.2.2.3. Kallus Kiiltiirleri
Kallus Kiiltiirlerinin Baslatilmasi

Kallus kiiltiirlerinin baglatilmasinda, doku kiiltiirlinde yetistirilen 21 giinliik
bitkilerin yapraklar1 kullanildi. Yapraklar bitkiden koparilip, steril pens ve bisturiler
kullanilarak, steril kurutma kagitlar1 iizerinde 2-4 pargaya boliindiikten sonra kallus
olusumu i¢in hazirlanan Cizelge 3.2.°de belirtilen farkli hormon kombinasyonlarinin
bulundugu MS besi ortamlarina aktarildilar. Ortam pH’s1 5.8 olacak sekilde ayarlandi.
Her bir Magenta GA; kabina 20-25 mL MS besi ortam1 birakild1 ve yaprak parcalari,
her bir kaba 6-8 par¢a olacak sekilde aktarilarak, biiyiime odasinda bekletildi. Besinci
haftanin sonunda kallus olusum siklig1 (%), renkleri ve kalluslarin morfolojik

ozelliklerine ait gozlemler kaydedildi.
Bitki Biiyiime Diizenleyicileri Uygulamasi

Bu c¢alismada, MS kiiltlir ortamina farkli kombinasyonlarda ve farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan bitki biiyiime diizenleyicileri (Cizelge 3.2.) eklenerek,
kallus gelisimi iizerine etkileri aragtirildi. Besi ortamlar1 pH lar1 5.8’e ayarlandiktan
sonra 121 °C de 20 dakika boyunca otoklavlanmislardir. Kiiltiirler 25+ 2 °C de ve 16/8
saat 1sik/karanlik sartlarda alt-kiiltiir yapilmaksizin muhafaza edilmislerdir. Her
Magenta kabina 5 adet eksplant ekilmis ve her ortam i¢in 4 tekrar yapilmistir. Besinci
haftanin sonunda kallus olusum sikligi, taze agirlik ve olusan kalluslarin renk ve
morfolojik  6zelliklerine ait gdzlemler kaydedilmistir. Kullanilan ortamlarin

oksin/sitokinin igeriklerine ait bilgiler ¢izelge 3.3.’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Kallus olusumu i¢in kullanilan ortamlar

MS+KIN+NAA MS+ BAP +NAA

MS + 0.1 mg/L KiN + 0.05 mg/L NAA

MS + 0.1 mg/LBAP + 0.05 mg/L NAA

MS + 0.1 mg/L KIN + 0.1 mg/L NAA

MS + 0.1 mg/L BAP + 0.1 mg/L 33NAA

MS + 0.1 mg/L KIN + 0.2 mg/L NAA

MS + 0.1 mg/L BAP + 0.2 mg/L NAA

MS + 0.1 mg/L KIN + 0.5 mg/L NAA

MS + 0.1 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA

MS + 0.5 mg/L KiN + 0.25 mg/L NAA

MS + 0.5 mg/L BAP+ 0.25 mg/L NAA

MS + 0.5 mg/L KIN + 0.5mg/L NAA

MS + 0.5 mg/L BAP + 0.5mg/L NAA

MS + 0.5 mg/L KiN + 1.0 mg/L NAA

MS + 0.5 mg/L BAP + 1.0 mg/L NAA

MS + 1.0 mg/L KIN + 0.5 mg/L NAA

MS + 1.0 mg/LBAP + 0.5 mg/L NAA

MS + 1.0 mg/L KIN + 1.0 mg/L NAA

MS + 1.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L NAA

MS + 1.0 mg/L KIN + 2.0 mg/L NAA

MS + 1.0 mg/L BAP + 2.0 mg/L NAA
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MS+KIN+2,4-D

MS+ BAP +2,4-D

MS + 0.1 mg/L KIN + 0.05 mg/L 2,4-D

MS + 0.1 mg/L BAP + 0.05 mg/L 2,4-D

MS + 0.1 mg/L KiN + 0.1 mg/L 2,4-D

MS + 0.1 mg/L BAP + 0.1 mg/L 2,4-D

MS + 0.1 mg/L KIN + 0.2 mg/L 2,4-D

MS + 0.1 mg/L BAP + 0.2 mg/L 2,4-D

MS + 0.1 mg/L KIN + 0.5 mg/L 2,4-D

MS + 0.1 mg/L BAP + 0.5 mg/L 2,4-D

MS + 0.5 mg/L KIN + 0.25 mg/L 2,4-D

MS + 0.5 mg/L BAP + 0.25 mg/L 2,4-D

MS + 0.5 mg/L KIN + 0.5mg/L 2,4-D

MS + 0.5 mg/L BAP + 0.5mg/L 2,4-D

MS + 0.5 mg/L KIN + 1.0 mg/L 2,4-D

MS + 0.5 mg/L BAP + 1.0 mg/L 2,4-D

MS + 1.0 mg/L KiN + 0.5 mg/L 2,4-D

MS + 1.0 mg/LBAP + 0.5 mg/L 2,4-D

MS + 1.0 mg/L KIN + 1.0 mg/L 2,4-D

MS + 1.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L 2,4-D

MS + 1.0 mg/L KIN + 2.0 mg/L 2,4-D

MS + 1.0 mg/L BAP+ 2.0 mg/L 2,4-D

Farkl Seker ve Konsantrasyonlar: Uygulamasi

Bu asamada kallus olusumu i¢in kullanilan ortamlardan elde edilen kalluslarin
alt kiiltiirlerle c¢ogaltilmasiyla elde edilen kalluslar kullanilmistir. Elde edilen bu
kalluslar farkli sukroz ve glukoz konsantrasyonlarinin kallus gelisimi ve fenolik bilesen
icerigi lizerindeki etkilerinin tesbit edilmesi amaciyla, sukroz ve glukoz sekerleri

sirastyla 15, 30 ve 50 g/L konsantrasyonlarinda kullanilmustir.

Besinci haftanin sonunda kalluslar besi ortamlarindan alindiktan sonra hassas
terazide tartilarak kallus taze agirligi ve gelisen kalluslarin renk ve morfolojik
ozelliklerine ait gozlemler kaydedilmistir. Taze agirliklar1 tesbit edilen drnekler fenolik
bilesen igeriklerinin tespiti igin, oda kosullarinda kurutularak +4 °C’de analiz yapilacak

zamana kadar bekletildi.
pH Uygulamasi

Farkli pH degerlerinin kallus gelisimi ve fenolik bilesen igerigi ilizerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaciyla, sirasiyla pH 3.5, 4.5, 5.8, 6.0, 6.5 ve 7.0 olan MS besi

ortamlarinda kalluslar kiiltiire alinda.

Besinci haftanin sonunda kalluslar besi ortamlarindan alindiktan sonra hassas
terazide tartilarak kallus taze agirligi ve gelisen kalluslarin renk ve morfolojik
ozelliklerine ait gozlemler kaydedilmistir. Taze agirliklar1 tesbit edilen 6rnekler fenolik
bilesen igeriklerinin tespiti igin, oda kosullarinda kurutularak +4 °C’de analiz yapilacak

zamana kadar bekletildi.
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Aydinhik Uygulamasi

Farkl1 151k yogunluklarinin kallus gelisimi ve fenolik bilesen igerigi lizerindeki

etkilerinin belirlenmesi amaciyla kallus dokular1 MS besi ortamina aktarildi.

Hazirlanan MS Besi ortami 151k sartlari sirasiyla; karanlik ortam, kontrol (normal
bliylime odasi 151k kosullar1) ve siirekli aydinlik sartlarina ayarlanmig ortamlarda
biiyiimeye birakildi. Besinci haftanin sonunda kalluslar besi ortamlarindan alindiktan
sonra hassas terazide tartilarak kallus taze agirligi ve gelisen kalluslarin renk ve
morfolojik 6zelliklerine ait gozlemler kaydedilmistir. Taze agirliklari tesbit edilen
ornekler fenolik bilesen igeriklerinin tespiti i¢in, oda kosullarinda kurutularak +4 °C’de

analiz yapilacak zamana kadar bekletildi.

3.2.2.4. Siispansiyon Kiiltiirleri
Siispansiyon Kiiltiirlerinin Baslatilmasi

Kallus kiiltlirii i¢in tespit edilen optimize edilmis besi ortami kosullari
slispansiyon kiiltiiri ortami i¢in de kullanildi. Ancak kallus ortamindan farkli olarak MS
besi ortamina agar ilavesi yapilmadi. Kiiltiirlerin baglatilmasinda, 100 mL’lik erlenlere
20 mL ve 250 mL’lik erlenlere 50 mL olacak sekilde sivi besi ortamlari birakildi. Daha
sonra bu ortamlara, steril sartlar altinda, kolayca dagilabilen ve graniiler 6zellikteki
kalluslar, istenmeyen kisimlarindan arindirildiktan sonra steril kabin igerisinde ve steril
kurutma kagitlar tizerinde yaklasik 0.5 gr olacak sekilde tartilarak, 20 mL sivi MS besi
ortami igeren 100 mL’lik erlenlere konuldu. Kiiltiirlerin kontamine olmasini 6nlemek
icin erlenlerin agz1 iki kat steril aliiminyum folyo ile en dis kism1 da parafilmle sarilarak
kapatildi. Hiicre siispansiyonlarim1 bulunduran erlenmayerler 25+2 °C dereceye
ayarlanmig ¢alkalayic1 {izerine yerlestirildi (Sekil 3.2.). Siispansiyon ortamindaki
hiicrelerin dagilmasini ve birbirinden ayrilmasini saglamak amaciyla hiicre slispansiyon
kiiltirii ortamlar1 100 rpm’e ayarlanan calkalayiciya birakilarak biiylime odasinda

bekletildi (Ellialtioglu ve ark.. 1998).

Bu asamada, siispansiyon kiiltlirlerinin baslatilmasi i¢in gerekli 6zellikleri (Yesil
ve sart renkli, iri, graniiler yap1) tasiyan kallus tiplerinin iretildigi besi ortamlari

(Cizelge 3.3.) ve bu ortamlardan elde edilen kalluslar kullanildi.
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Cizelge 3.4. Siispansiyon kiiltiirlerinin baslatilmasi i¢in kullanilan ortamlar

0.1 mg/L BAP+0.05 mg/L 2,4-D 0.1 mg/L KiN+0.2 mg/L 2,4-D
0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D 0.5 mg/L KiN+0.5 mg/L 2,4-D
1.0 mg/L BAP+2.0 mg/L 2,4-D 0.5 mg/L KiN+1.0 mg/L 2,4-D

Bu kalluslar kati besi ortamindan alindiktan sonra steril kurutma kagitlart
iizerinde bistliri yardimiyla 4-5 pargaya ayrilarak, igerisinde 20 mL sivi besi ortami

bulunan 100 mL’lik erlenlere aktarilarak, 14 giinliik araliklarla alt kiiltiirleri yapildi.

Hiicrelerin birbirlerinden ayrilmasini saglamak i¢in siispansiyon kiiltiirii
ortamlari, her 14 giinde bir yapilan alt kiiltiirlerde por caplart daha kiiglik olandan
gecirilmek iizere, por ¢aplar1 500 pm, 250 um ve 100 pm olan eleklerden (stainless steel

stizgeg-cole parmer) gegirildi.

Sekil 3.2. Calkalayici iizerindeki hiicre siispansiyon kiiltiirleri

Kiiltiirlerin Devamhihgi

Hiicre kiiltiirleri belirli bir biyokiitleye ulastiktan sonra 0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L
2,4-D ile 0.5 mg/L KiN +1.0 mg/L 2,4-D BBD kombinasyonlarini igeren sivi MS besi
ortamlar1 hazirlandi. Daha sonra kiiltiirler igerisinde 100 mL s1vi besi ortami1 bulunacak

sekilde 250 mL’lik erlenlere aktarilarak, 14 giinliik araliklarla alt kiiltiirleri yapildi.

Kiiltiirdeki yalnizca hiicrelerin siiziintilye ge¢mesini saglamak i¢in siispansiyon
kiiltiiri ortamlari, por ¢apt 100 pm olan elekten gegirilmistir. Hiicrelerin birbirlerinden
ayrilmasint saglamak icin kiltiirler 100 rpm hiza sahip calkalayic1 (rotary shaker)
lizerinde sicaklign 25+2 °C, giin uzunlugu 16 saat olan iklim odalarinda Kkiiltiire

alinmiglardir.
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Bitki Biiyiime Diizenleyicileri Uygulamasi

Stispansiyon kiiltiirlerinin gelisimi ve fenolik bilesik icerigi tizerine farkli bitki
biiylime diizenleyicisi kombinasyonlarinin etkilerini bulmak {izere siispansiyon kiiltiirii
baglatma c¢alismalarinda iyi bir sekilde dagilarak kaliteli siispansiyon kiiltiirii

olusturabilen iki ortam kullanildi. Bu ortam igerikleri asagidaki gibidir.
MS+0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D
MS+0.5 mg/L KiN+1.0 mg/L 2,4-D
Farkli BBD kombinasyonlarinda hazirlanan bu ortamlar,

Ortam sartlar1 yukarida belirtildigi sekilde ayarlandi ancak ortamin sivi
olabilmesi i¢in agar ilavesi yapilmadi. Kiltiirler hiicre gelisimlerini takib etmek
amaciyla 0., 4., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde olmak {izere toplam 6 kez 6rnek alinarak
(Boliim 3.2.3.), kiiltiirlerin PHH (paketlenmis hiicre hacmi), taze agirlik ve kuru agirlik
degerlerine ait veriler kaydedilmistir. 28 gilinlikk slire sonrasinda kiiltiirler
siispansiyondan ayrilarak (Bo6lim 3.2.4.1) fenolik bilesen analizlerinin yapilacagi

zamana kadar -20 °C’de bekletilmistir.
pH Uygulamasi

Kiiltiir ortammin pH degisikliklerinin kiltiirdeki hiicrelerin gelisimi iizerine
etkisini arastirmak i¢cin pH degerleri farkli MS besi ortamlar1 hazirlandi. Bu amagla pH
kallus kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan farkli pH ortamlar1 igerisinde, kallus
gelisiminin devam ettirilebildigi pH 4.5, 5.8, 6.5 degerleri siispansiyon kiiltiirleri i¢in de
kullanildi.

Kiiltiir sartlar1 ve 6rnek alimlar1 yukarida belirtilen sekilde yapilmustir.
Sukroz Uygulamasi

Hiicre silispansiyon kiiltlirlerinde sekonder metabolit iiretimini tesvik etmek
amaci ile yapilmig olan uygulamalardan biri de sukroz uygulamasi olup, bu uygulama 1
kontrol (30 g/L sukroz) ve 2 farkli sukroz konsantrasyonu (15 g/L ve 50 g/L) olmak

tizere 3 farkli gruptan olugmustur.

Kiiltlir sartlart ile kiiltiirlerdeki hiicre gelisimlerinin takibi ve fenolik bilesen

igeriklerinin tayini i¢in kiiltiirlerin saklanmasi daha once belirtildigi sekilde yapilmistir.
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Isik Uygulamasi

Stispansiyon kiiltiirlerindeki hiicrelerin en iyi gelisim gosterecegi 151k ortamini
arastirmak i¢in yaptigimiz bu calismada beser kaptan olusan her bir siispansiyon grubu
sirastyla siirekli karanlik, stirekli aydinlik ve kontrol (16 saat aydinlik 8 saat karanlik)

151k yogunluguna tabi tutuldu.

Kiiltiir sartlar1 ile kiiltiirlerdeki hiicre gelisimlerinin takibi ve fenolik bilesen

igeriklerinin tayini i¢in kiiltlirlerin saklanmas1 daha 6nce belirtildigi sekilde yapilmistir.

3.2.3. Siispansiyon Kiiltiirlerinin Biiyiime Parametreleri
Taze Agirhk Tayini

Stispansiyon kiiltiirii hiicrelerinin bulundugu sivi ortamdan 10 mL alinarak, 22
um por c¢apindaki Millipor filtrelerden siiziildii ve hiicrelerle sivi ortamin birbirinden
ayrilmasi saglandi. S1vi ortamin uzaklastirilmasiyla elde edilen hiicreler, hassas terazide

tartilarak taze agirligi olgiildii. Taze agirlik 6lgtimiinde asagidaki formiil kullanilds;

Taze Agirlik (g/L) = Taze Hiicre Agirlhigi (g) X 1000
Ornek Hacmi (mL)

Kuru Agirhik Tayini

Taze agirh@ olgiilen hiicreler, 1s1s1 dnceden 60 °C’ye ayarlanmus etiivde 16 saat
bekletilerek kurutuldu. Kurutulmus hiicreler sabit bir agirlik elde edilinceye kadar

tartilarak ol¢iim sonucglar1 kaydedildi. Kuru agirlik hesaplanmasinda asagidaki formiil

kullanildz;

Kuru Agirlik (g/L) = Kuru Hiicre Agirligi (g) X 1000
Ornek Hacmi (mL)

Paketlenmis Hiicre Hacmi Tayini

Hiicre siispansiyonlarinin bulundugu sivi ortamdan 10 mL alinarak 15 mL’lik
santrifiij tliplerine aktarildiktan sonra 5 dakika siire ile 3000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi tiipteki peletin hacmi PHH olarak hesaplandi.

Paketlenmis Hiicre Hacmi (mL)

PHH (mL/L) =Paketlenmis Hiicre Hacmi (mL) X 1000
Ornek Hacmi (mL)
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3.2.4. Analiz islemleri

3.2.4.1. Ekstraksiyon islemleri
Bitki Orneklerin Hazirlanmasi

H.retusum’un dogadan toplanan ornekleri, oncelikle laboratuvara getirildikten
sonra kok, govde ve yaprak kisimlart ayrildiktan sonra oda sicakliginda kurutma
kagitlar iizerinde kurutuldu. Kurutulan materyaller, bir 6giitme makinesinde toz haline
getirildi. Her bir bitki kismina ait toz halindeki 6rneklerden yaklasik 200 mg kuru
materyal tartild.

In vitro ortamdan elde edilen kallus dokular1 besiyerlerinden alindiktan sonra
pens ve bisturilerle istenmeyen kisimlar1 kesilerek uzaklastirildi ve dokular daha sonra
oda sicakliginda, kurutma kagitlar1 izerinde kurutuldu. Kurutulan 6rnekler bir 6giitme

makinesinde toz haline getirildi.

Siispansiyon kiiltiirli ortamindaki hiicreleri sivi ortamdan ayirmak i¢in kiiltiirler,
vakum altinda Whatman No.1 filtre kagitlarindan siiziildii. Hiicrelerin yas agirliklari
kaydedildi. Daha sonra oOrnekler sivi azotla donduruldu. Dondurulan Ornekler
dondurarak kurutma yontemi olan liyofilizatrde 18 saat boyunca kurutuldu. Ornekler

kullanilacagi zamana kadar buzdolabinda -20 °C’de tutuldu.
Ekstraksiyon

Kuru o6rneklerin her birinden alinan 0.20 g bitki materyali iizerine 10 mL
metanol eklenip ¢dzelti 5 dakika siire ile sonikatdrde oziitlendi. Oziitleme isleminden
sonra elde edilen ¢dzelti vakum siiziildii. Bu islemler 3 kez tekrarlandi Ug islem
sonunda elde edilen metanol kisimlar1 50 mL’lik cam balonlarda toplandi. Cozeltideki
metanol evaporatér yardimiyla uzaklastirildiktan sonra kabin iginde, hiperisin
bilesiklerini igeren renkli bir tortu olustu. Bu tortu metanolle ¢6ziiliip uygun seyreltme

islemleri yapildiktan sonra LC-MS/MS’e enjekte edildi.
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3.2.4.2. Analizler

Fenolik bilesen icerikleri analizlerinin tiimii Dicle Universitesi Bilim ve

Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi, Kimyasal Analiz Laboratuvari, Kiitle

Spektrometre ve Kromatografi Unitesi’nde gergeklestirilmistir.

Kullanilan Cihaz ve Kromatografik Sartlar

Calismada Shimadzu marka LC-MS 8040 model tglii kuadrupol kiitle
spektrometresi (LC MS/MS) kullanildi. Bu cihaza bagli olan kromatografi iinitesi,
Shimadzu Nexera serisi binary gradient pompali (max basing 130 mPa) UHPLC dir.

Cizelge 3.5.Calismada kullanilan LC-MS/MS Kosullari

Parametreler

UHPLC modiilleri

Online degasser (DGU-20A3R)
Binary gradient pump (LC-30AD)
Oto ornekleyici (SIL-30AC)

Kolon Firini

(CTO-10ASvp)

UHPLC gradient metot parametreleri

Mobil faz akig hizi 0,35 mL/dk

Kolon Inertsil ODS-4 C-18 (2um, 2.1 mmx50 mm)
Numune enjeksiyon hacmi 5 uL

Kolon firm sicaklii 40 °C

Mobil Faz A % 0.1 Formik asit/H,O
Mobil Faz B % 0.1 Formik asit/Metanol
Gradient pompa baslangi¢ konsantrasyonu | % 45 B

Kiitle Spektrometre parametreleri

Interface Sicakligi 350°C

DL Sicakligi 250 °C

Heat Block Sicakligi 400 °C

Nebulizing Gaz (N,) akis hizi 3.00 I/dk

Drying Gaz (N,) akis hiz1 15.00 1/dk

CID (Ar) gaz basinci 17 kPa
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Cizelge 3.6.Gradient UHPLC metot zaman ¢izelgesi

Zaman (dk) Pompa Deger
0,01 B % 45
1,50 B % 95
3,50 B % 95
3,51 B % 45
6,00 B Bitis

Cizelge 3.7. MRM Metot parametreleri

Bilesik Oncii iyon(M-H") Uriin iyonlar (CE Voltaj)
Hiperisin 503.20 433.00 (53V)), 405.00 (61V)
Hiperosid 462.80 299.90 (28V), 271.00 (46V)
Klorogenik Asit 353.20 191.10 (18V), 85.00 (47V)
Kuersetin 300.80 179.00 (19V), 151.00 (22V))
Pseudohypericin 518.80 487.10 (54V)), 475.00 (48V)
Rutin 608.90 300.00 (40V), 271.00 (61V)

Numuneler metanolde ¢oziilerek seyreltildikten sonra 0,2 um filtreden gegirildi ve
cihaza enjekte edildi.
UHPLC i¢in UV veya DAD dedektorii kullanilmadi, dogrudan kiitle dedektoriine
gonderildi. UHPLC-ESI-MS/MS MRM metodu negatif iyon modunda olusturuldu.
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3.2.5. Caliymada Kullanmilan Kimyasallar ve Cihazlar

Kullanilan Kimyasallar

Biiyime ortami olarak kullanilan MS (Murashige-Skoog) besi ortaminin tim
elemanlart (makro elmentler, mikro elementler ve vitamin elementleri) Sigma-
Aldrich’den satin alindi. Karbon kaynagi olarak kullanilan sukroz ve glukoz ayrica
ortamin  katillastinlmasinda  kullanilan agar Sigma-Aldrich’den satin  alindi.

Ekstrasksiyon islemlerinde kullanilan metanol ve kloroform Sial’den alindi.

Bitki biliylime maddesi olarak kullanilan 2,4-D, BAP, KIN, GA;, NAA ve
standart olarak kullanilan hiperisin, hiperosid, klorogenik asit, rutin, kuersetin,

psodohiperisin standartlart Sigma-Aldrich’den satin alindi.

Kullanilan Cihazlar

Sterilizasyon islemlerinde etiiv (J.P. Selecta, s.a, Spain) ve otoklav (ALP-CL-
40M, Japan), siispansiyon kiiltiirlerinin karigtirlmasinda calkalayici (J.P. Selecta, s.a,
Spain), tartim islemlerinde hassas terazi (Precisa, XT-320M, Spain) kullanilmistir.
Siispansiyon kiiltiirlerinin ¢okeltilmesi isleminde santrifiij (Thermo Scientific, Heraeus
Labofuge 200), siispansiyon Kkiiltiirlindeki hiicrelerin dondurularak kurutulmasi
islemlerinde liyofilizatéor (Christ, Alpha 2-4 LD plus), fenolik bilesiklerin
oziitlenmesinde  sonikatér (Sanyo MSE-Soniprep 150, U.K.), ekstraksiyon
calismalarinda fazla metanoliin ugurulmasi iglemlerinde evaporator (IKA, RV 10 DS

99) kullanilmustir.
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3.2.6. istatiksel Analiz

Fenolik bilesen analizleri sonucunda elde edilen bulgular ile kiiltiirlerin PHH
(paketlenmis hiicre hacmi), taze agirlik ve kuru agirlik Slgiimlerinden elde edilen
verilerin istatistiksel analizleri yapilmistir. Kiiltlirler iizerinde c¢alisilan farkl
uygulamalarla olusturulan farkli gruplar arasinda, parametreler arasindaki farkliligin
belirlenmesi i¢cin Kruskal Wallis testi uygulanmistir. Kruskal Wallis testi sonrasi ikili
karsilagtirmalar Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasi

olarak verilmistir. Testlerde anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Dogal Ortamda Yetisen Hypericum retusum’un Farkhh Organlarinin

Fenolik Bilesen icerikleri

Kallus kiiltlirliniin  baslatilmasinda kullanilacak en wuygun eksplantin
belirlenmesi amaciyla; H. retusum’un farkli organlarinin fenolik bilesen igerikleri
arastirildi. Dogal ortamdan toplanan bitkilerin kok, govde ve yaprak kisimlar1 ayri
ayrt oda sicakliginda kurutuldu ve her bir organin fenolik bilesen icerigi LC-
MS/MS ile belirlendi. H. retusum’un farkli organlarinin fenolik bilesen igerikleri
asagida verilmistir.

Cizelge 4.1. Dogal ortamda yetisen H. retusum un farkli organlarinin fenolik bilesen icerikleri

(ng/mg).
Fenolik bilesenler
Hiperisin Hiperosid Klorogenik asit Kuersetin Psodohiperisin Rutin

Q

E 5.305+0.356¢ 17.846+0.398b 81.489+0.677b 2.661+0.496¢ 4.403+0.266b 6.008+0.085¢

O

& 9.986 +£0.296b 1.826+0.475¢ 19.283+0.202¢ 15.181+1.001b 2.972+0.467¢ 7.996+0.389b

M

E

g 1411.206£11.48a | 797.992+11.175a | 534.252+7.882a | 573.598+8.659a | 933.862+6.058a | 347.141+1.003a

Bir siitunda farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin istatistiksel olarak
P<0.05 seviyesinde fakli oldugunu gosterir.

Verilere uygulanan istatistiksel analizler sonucu kok, gévde ve yapraktaki
fenolik bilesen miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik oldugu tesbit
edilmistir. Fenolik bilesik miktarlar1 en yiiksek, yaprakta elde edilmistir. Yapraktaki
bu bilesikler igerisinde en yiiksek oranda bulunan bilesik, klorogenik asit (6534.252
ng/mg) en digiik oranda ise rutindir (347.141 ng/mg). Ayrica hiperisin miktar
(1411.206 ng/mg) da yiiksek seviyede bulunmustur. Gévdede en yiliksek miktardaki
bilesik, klorogenik asit (81.489 ng/mg), en diisiik miktardaki bilesik ise kuersetindir
(2.661 ng/mg). Klorogenik asit (19.283 ng/mg) ve hiperosid (1.826 ng/mg) kokte
sirastyla en yiiksek ve en diisiik miktarlarda tesbit edilen bilesiklerdir. Hiperisin
bilesigi kok ve govdede de bulunmus fakat yapraktaki hiperisin miktarina gore

oldukea diisiik oranda(% 1’in altinda) kalmistir (Cizelge 4.1.).
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Sekil 4.1. H. retusum’un degisik organlarinin fenolik bilesen igerikleri. Grafikte kok, govde ve
yaprak dokular1 her fenolik bilegsen grubunda kendi i¢inde karsilastirilmistir(P<0.05).

H. retusum’un farkli organlarina ait 6ziitlerin LC-MS/MS analizleri sonucu
hiperisin, hiperosid, klorogenik asit, kuersetin, psddohiperisin ve rutin,

bilesiklerinin tiimii en yiiksek degeri yaprakta vermistir.

Kok ve govde fenolik igerikleri karsilagtirildiginda, hiperisin, kuersetin ve
rutin icerikleri kokte daha fazla miktarda bulunurken, hiperosid, klorogenik asit ve

psodohiperisin icerikleri govdede daha fazla miktarda tesbit edilmistir (Sekil 4.1).

4.2. Kallus Dokularimin Gelistirilmesi

H.retusum’un tohumlar1 hormonsuz ortamda ¢imlendirildikten sonra olusan
bitkicikler siirgiin elde etmek iizere 0.5 mg/L BAP ilaveli MS besi ortaminda
kiiltiire alinarak stok kiiltiirler iiretildi (Namli ve ark. 2010). Stok kiiltiirlerin yaprak

eksplantlari kallus olusturmak i¢in kullanildi.

4.2.1. Yaprak Eksplantlarindan Kallus olusturulmasi ve Fenolik Bilesen

Icerigi Uzerine BBD’lerinin Farkh Kombinasyonlarimn Etkisi

Proliferasyon ortaminda ¢ogaltilan siirgiinlerden elde edilen yaprak
eksplantlar1 dort parcaya ayrilarak kallus olusturmak iizere kiiltiire alindi. Kallus
olusumu i¢in kullanilan ortamlar ile kallus olusum oranlar1 ve olusan kallus tipi

cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Yaprak eksplanlarindan kallus olusturulmasi iizerine farkli BBD kombinasyonlarinin

etkisi
Sitokininler Oksinler Kiiltiire Alinan Kallus Kallus tipi
BAP (mg/L) NAA (mg/L) Eksplant Say1s1 olusum
orani (%)
0.1 0.05 40 5 Kahverengi, ufak
0.1 0.1 40 7.5 Kahverengi, ufak
0.1 0.2 40 _
0.1 0.5 40 _
0.5 0.25 40 _
0.5 0.5 40 _
0.5 1.0 40 20 Kahverengi, ufak-siirgiinler olustu
1.0 0.5 40 _
1.0 1.0 40 5
1.0 2.0 40 35 Yesil, iri, sert -stirgtinler olustu
BAP (mg/L) 2,4D(mg/L)
0.1 0.05 40 55 Koyu yesil, iri, sert
0.1 0.1 40 _
0.1 0.2 40 _
0.1 0.5 40 20 Acik yesil, iri, graniiler
0.5 0.25 40 _
0.5 0.5 40 7.5 Koyu yesil, iri, sert
0.5 1.0 40 2.5 Koyu yesil, iri, sert
1.0 0.5 40 _
1.0 1.0 40 12.5 Koyu yesil, iri, sert
1.0 2.0 40 325 Acik yesil, iri, dagilmayan
KiN(mg/L) NAA(mg/L) Kiiltiire Alinan Kallus Kallus tipi
Eksplant Sayisi olusum
orani(%)
0.1 0.05 40 _
0.1 0.1 40 _
0.1 0.2 40 25 Kahverengi, ufak
0.1 0.5 40 50 Kahverengi, ufak
0.5 0.25 40 _
0.5 0.5 40 _
0.5 1.0 40 _
1.0 0.5 40 _
1.0 1.0 40 _
1.0 2.0 40 _
KiN(mg/L) 2,4-D(mg/L)
0.1 0.05 40 15 Ufak, sert, kahverengilesmis
0.1 0.1 40 17.5 Kirmizi, kahverengi, ufak, yumusak
0.1 0.2 40 37.5 Agcik yesil, iri, yumusak
0.1 0.5 40 325 Kahverengi, ufak, yumugak
0.5 0.25 40 5 Kahverengi, ufak, yumusak
0.5 0.5 40 30 Agcik yesil, ufak, graniiler
0.5 1.0 40 70 Yesil, iri, graniiler
1.0 0.5 40 _
1.0 1.0 40 20 Kahverengi, ufak, sert
1.0 2.0 40 40 Koyu yesil, iri, sert, yer yer kahverengi,

kirmiziliklar
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Kiiltiirin 4. haftasinda yaprak eksplantlarindan kallus dokular1 belirmeye

basladi.

BAP ve NAA kombinasyonlarinin kullanildigt MS besi ortamlarinda en
yiiksek kallus olusum oranlar1 1.0 mg/L BAP+ 2.0 mg/L NAA (% 35) ve 0.5 mg/L
BAP+1.0 mg/L NAA (% 20 ) ortamlarindan elde edilmistir. 0.1 mg/L BAP+0.05
mg/L NAA ve 0.1 mg/L BAP+0.1 mg/L NAA kullanilan MS besi ortamlarinda ise
kallus olusum oranmi1 (% 5 ve % 7.5) oldukca diisiik diizeylerde kalmistir. Ayni

BBD’lerinin diger kombinasyonlarinda ise kallus olusumu gézlenmemistir.

BAP ve 2,4-D’nin farkli kombinasyonlarmin kullanildigt MS besi
ortamlarinda en yiiksek kallus olusum oranlar1 (% 55 ve % 32.5) 0.1 mg/L BAP
+0.05 mg/L 2,4-D ve 1.0 mg/L BAP +2.0 mg/L 2,4-D kullanilan ortamlardan elde
edilmistir. Bu BBD kombinasyonunun kullanildig1 bazi ortamlarda ( 0.1 mg/L BAP
+0.1 mg/L 2,4-D; 0.1 mg/L BAP +0.2 mg/L 2,4-D; 0.5 mg/L BAP+0.25 mg/L 2,4-
D; 1.0 mg/L BAP +0.5 mg/L 2,4-D) da kallus olusumu gozlenmemistir.

KIN ve NAAmn farkli kombinasyonlarmin kullanildigi MS  besi
ortamlarinda sadece, 0.1 mg/L KIN + 0.5 mg/L NAA (% 50) ve 0.1 mg/L KiN +
0.2 mg/L. NAA(% 25) gruplarinda kallus olugsmustur.

KIN ve 2,4-D’nin farkli kombinasyonlarmm kullanildigt MS besi
ortamlarinda, en yiiksek kallus olusum orani, 0.5 mg/L KIN +1.0 mg/L 2,4-D (%
70) ortamindan elde edilmistir. Bunun yaninda 1.0 mg/L KIN +2.0 mg/L 2,4-D (%
40) 0.1 mg/L KIN +0.2 mg/L 2,4-D (% 37.5) ve 0.1 mg/L KiN +0.5 mg/L 2.4-D (%
32.5) ortamlarinda da yine kallus olusum oranlar yiiksek bulunmustur (Cizelge

42.).
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Sekil 4.2. BBDnin farkli kombinasyonlarnda gelisen kallus dokulari. A: 0.5 mg/L BAP+ 1 mg/L
NAA, B: 0.1 mg/L BAP+0.05 mg/L 2,4-D, C: 0.1 mg/L KIN +0.2 mg/L 2,4-D, D:0.5
mg/L KiN+1 mg/L 2,4-D, (Bar:1 cm)

BAP ve NAA kombinasyonlarinin kullanildigr ortamda (0.1 mg/L BAP
+0.05 mg/L NAA) olusan kalluslarin olduk¢a kiiciik oldugu ve gelisimin ilk
haftalarindan itibaren goriilen kahverengilesmenin ileriki haftalarda daha da arttig
gozlendi. 0.5 mg/L BAP +1.0 mg/L NAA igeren MS ortamindaki kalluslarda da
aymi sekilde kahverengilesmeler goriildii fakat bu grup kalluslarda siirgiin olusumu
da gozlendi. Bu kombinasyonlar i¢inde en 1yi gelisim gosteren ortam, yesil renkli
ve iri kalluslarin olustugu, 1.0 mg/L. BAP+2.0 mg/LL NAA olmustur. BAP+2,4-D

kombinasyonlarin1 igeren besi ortamlarinda genellikle yesil renkte ve iri yapida

kalluslar olusmustur.

KIN ve NAA kullamlan ortamlarda gelisen kalluslarin kahverengi ve
olduk¢a kiiciik yapida oldugu gozlenmistir. Bu gruptaki kalluslarin 4. haftadan
sonra karararak gelisimleri durmustur. KIN+2,4-D kombinasyonlarinda, 0.1 mg/L
KIN +0.2 mg/L 2,4-D kullanilan ortamdaki kalluslar yesil, iri fakat kolay
dagilmayan yumusak yapidayken, 0.5 mg/L KIN +1.0 mg/L 2,4-D kullanilarak
hazirlanan besi ortamlarinda gelisen kalluslarin yesil renkte, biiyiikk ve kolay
dagilabilen yapida oldugu gozlenmistir. Ayrica 0.5 mg/L KIN +0.5 mg/L 2,4-D
kullanilan ortamdaki kalluslar da yesil renk gostermis fakat kalluslar daha ufak
yapida kalmislardir. Bu kombinasyonun kullanildigi diger ortamlardaki kalluslar

iizerinde 4. haftadan sonra kahverengilesmelerin arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.2).
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Calismamizda ayrica BBD’lerinin farkli kombinasyonlar1 kullanilarak
hazirlanan besi ortamlari igerisinde en iyi kallus olusumunu saglayan A, B, C ve D
ortamlarinda gelisen kalluslarin ve bu ortamlarin, kallus dokularinin fenolik bilesen
icerikleri iizerindeki etkilerinin de arastirilmasi amaciyla, LC-MS/MS analizleri

yapilmistir. Bu gruplara ait fenolik madde cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Yaprak eksplantlarindan olusturulan kallus dokularinin fenolik bilesen igerikleri iizerine
farkli BBD kombinasyonlarinin etkisi(ng/mg)

Fenolik Bilesikler
BBD | Hiperisin Hiperosid Klorogenik asit | Kuersetin Psodohiperisin | Rutin
A 2.843+0.836a 3.354+ 0.666¢ 1.236+0.485c¢ 0.389+0.077b 3.549 £0.521a T.E.*
B 1.560+£0.515b | 13.898 £0.327a | 2.324 +0.345b 0.964+0.289b 1.529 £0.279b 0.323+0.174a
C 1.364 +0.337b 6.770+1.139b 1.472 +£0.596¢c | 0.790+0.0.419b 1.566+ 0.954b 0.525 +0.365a
D 2.955 £0.752a 2.404+0.614¢ 3.316+1.652a 1.466+0.826a 4.733+0.882a T.E.*

A: 0.1 mg/L BAP +0.5 mg/L 2,4-D, B:0.1 mg/L BAP+0.05 mg/L 2,4-D; C:0.1 mg/L KiN +0.2 mg/L
2,4-D; D:0.5 mg/L KIN +1.0 mg/L 2,4-D. T.E*.tesbit edilemedi. Bir siitunda farkli bir harfle
gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin istatistiksel olarak P<0.05 seviyesinde fakli oldugunu
gosterir. + standart sapma.

En yiiksek hiperisin igerigi (2.955 ng/mg) 0.5 mg/L KiN +1.0 mg/L 2,4-D
ilaveli ortamda gelisen kalluslardan elde edilmistir. Hiperosid igerigi 0.1 mg/L BAP
+ 0.05 mg/L 2,4-D ilaveli ortamda gelisen kalluslarda en yiiksek miktarda (13.898
ng/mg) bulunmustur. Klorogenik asid, kuersetin ve psddohiperisin bilesiklerinin en
yiiksek miktarlar1 (3.316 ng/mg, 1.466 ng/mg ve 4.733 ng/mg) yine 0.5 mg/L KIN
+1.0 mg/L 2,4-D ilaveli ortamda gelisen kalluslardan elde edilmistir. Rutin icerigi
sadece 0.1 mg/L BAP + 0.05 mg/L 2,4-D (0.323 ng/mg) ve 0.1 mg/L KiN + 0.2
mg/L 2,4-D (0.525 ng/mg) iceren ortamlardaki kalluslarda bulunmus, diger

ortamlardan gelisen kalluslarda ise tesbit edilememistir.

0.1 mg/L BAP + 0.5 mg/L 2,4-D ortaminda gelisen kalluslarda
psodohiperisin (3.549 ng/mg) en yiiksek miktarlarda, kuersetin (0.389 ng/mg) en
disik miktarlardaki bilesikler tesbit

olarak bulunmustur. Rutin bilesigi

edilememistir.
0.1 mg/L BAP+ 0.05 mg/L 2,4-D ilaveli MS ortamindaki kalluslarda, en yiiksek

miktarda bulunan bilesen hiperosid (13.898 ng/mg), en diisiik miktarda bulunan
bilesen ise rutin (0.323 ng/mg) olmustur.
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0.1 mg/L KIN +0.2 mg/L 24-D ilaveli MS ortamindaki kalluslarda
hiperosid (6.770 ng/mg) igerigi en yiiksek miktarlarda bulunurken, rutin (0.525
ng/mg) en diisiik miktarlarda tesbit edilmistir. 0.5 mg/L KIN +1.0 mg/L 2,4-D
ortaminda gelisen kalluslarda, psddohiperisin (4.733 ng/mg) en yiiksek miktarlarda,
kuersetin (1.466 ng/mg) en diisilk miktarlardaki bilesikler olarak saptanmustir.
Rutin bilesigi tesbit edilememistir(Cizelge 4.3).
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Sekil 4.3. Kallus dokularmin fenolik bilesen icerikleri iizerine BBD’lerinin farklh
kombinasyonlarinin etkisi. Grafikte farkli BBD gruplari, her bir fenolik bilesen
grubunda kendi aralarinda karsilastirilmistir( P<0.05).

Sekil 4.3’te farkli BBD kombinasyonlarinda gelistirilen kalluslarin fenolik
bilesen igerikleri gosterilmektedir. Calisilan bu gruplar igerisinde, en yiiksek
miktarda bulunan bilesenin hiperosid, en diisiik miktarda bulunan bilesenin ise rutin

oldugu belirlenmistir.

Bu ortamlar igerisinde, arastirilan bilesikler (hiperosid hari¢) i¢in en iyi
ortam, 0.5 mg/L KiN +1.0 mg/L 2,4-D BBD’lerinin kullamldigi MS besi ortan
olarak tesbit edildi.

4.2.2. Kallus Kiiltiirlerinin Gelisimi ve Fenolik Bilesen Icerigi Uzerine

Sukroz ve Glukozun Farklh konsantrasyonlarinin EtKkisi

Hem kallus gelisimi hem de fenolik bilesen agisindan iyi sonuglar veren 0.5

mg/L KIN +1.0 mg/L 2,4-D konsantrasyonlarinm kullamldig1 besi ortaminda
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yetisen kalluslar tizerine, farkli seker konsantrasyonlarinin etkileri de arastirildi. Bu

calisma i¢in glukoz ve sukrozun farkli konsantrasyonlar1 kullanildi.

Gelisen kallus dokularma ait, kallus taze agirligi ve kallus tipleri ¢izelge

4.4°te verilmistir.

Cizelge 4.4. Kallus gelisimi iizerine farkl seker konsantrasyonlarmin etkisi

Seker Tipi ve Kallus  Ortalama  Taze Kallus Tipi
Konsantrasyonlar: Agirhg (mg/Kallus)

Seker icermeyen

83.2+7.563 d

Kahverengi, ufak, yamusak

Sukroz 15 (g/L)

452.2+14.307 a

Sarimsi, iri, grantiler

Sukroz 30 (g/L)

362.8+10.084 b

Yesil, iri, graniiler

Sukroz 50 (g/L)

231.449.864 ¢

Yesil, daha kiigiik, dagilmayan

Glukoz 15 (g/L) 430.4+18.420 a Beyaz, iri, graniiler

Glukoz 30 (g/L) 339.8+12.153b Yesil, iri, graniiler

208.6+8.532 ¢

Glukoz 50 (g/L) Koyu yesil, kiiciik, dagilmayan

Ayni siitunda yapilan harflendirmeler, uygulamalar arasindaki istatistiksel gruplandirmay1
gostermektedir(P<0.05). + standart sapma.

Sukroz ve glukoz sekerlerinin kullanildig1 ortamlarda gelisen kalluslarda en
yiksek taze agirhk artisinin  sukroz kullanilan ortamlarda gerceklestigi
bulunmustur. Seker ilave edilmeyen kontrol grubunda taze agirlik degerinde (83.2

mg/kallus) fazla bir artig saglanamamustir.

Sukroz iceren besi ortamlarinda en yiliksek taze agirlik miktar1 (452.2
mg/kallus), 15 g/L sukroz iceren besi ortamindaki kalluslardan elde edilmistir. 15
g/L glukoz ilave edilen besi ortaminda gelisen kalluslarin da glukoz kullanilan
ortamlar arasinda en yiiksek taze agirlik miktarina (430.4 mg/kallus) sahip oldugu
tesbit edilmistir (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.4. Farkli seker konsantrasyonlarinda gelisen kallus dokular1; A:Sukroz 15 g/L, B:Sukroz 30
g/L, C:Sukroz 50 g/L, D:Glukoz 15 g/L, E: Glukoz 30 g/L, F: Glukoz 50 g/L, G:Seker
kullanilmayan MS ortamu I: Yiiksek seker konsantrasyonunda gelisen kirmizi renkli
kalluslar

Seker ilave edilmeyen kontrol grubunda kalluslarin ilk haftadan sonra

gelisme gostermedigi ve kahverengilesmelerin yogun oldugu gézlenmistir.

15 g/L sukroz igeren ortamdaki kalluslarin oldukga iri sarimsi ve graniiler
yapida, 30 g/L sukroz igeren ortamda gelisen kalluslarin yine iri graniiler ve yesil
renkte oldugu gozlenmistir. 15 g/L glukoz ilave edilen besi ortaminda da iri beyaz
ve graniiler yapida kalluslar olusmustur. 30 g/L glukoz grubunda yine iri fakat daha
yesil renkli kalluslar goriiliirken, 50 g/L glukoz’lu gruplardaki kalluslarin daha
kiigtik koyu yesil renkte ve dagilmayan bir yapida oldugu tesbit edilmistir. Ayrica
sukroz ve glukozun yiiksek konsantrasyonlarinda gelisen kallus dokularinda kirmizi

renkli olusumlar goriilmiistiir (Sekil 4.4).

Calisilan bu ortamlar igerisinde kallus taze agirhigi ile kalluslarin doku,
biiyiiklik ve renk ozellikleri dikkate alindiginda en iyi ortamin 30 g/L sukroz
kullanilan ortam oldugu tesbit edildi.
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Arastirilan farkli seker ve konsantrasyonlarinda, gelisimin en iyi oldugu 15,

30 ve 50 g/L sukroz ve glukoz konsantrasyonlarinda gelisen kalluslarin LS-MS/MS

ile fenolik bilesen igerikleri arastirilmistir. Elde edilen sonuclar asagida verilmistir.

Cizelge 4.5. Kallus gelisimi iizerine farkli seker konsantrasyonlarinin etkisi

Fenolik Bilesikler
Seker(g/ Hiperisin Hiperosid Klorogenik asit Kuersetin Psodohiperisin R’
L) T — — — — —
S 15 | 0.827+0.083bB 2.608+0.212aC 1.441+0.107aA 0.529+0.111aB 1.447+0.181abA T.E.
E | 30 | 1.074£0.242aA 2.724+0.162aC 0.519+0.283bB 0.414+0.125bB 1.086+0.249aA T.E.
& 50 | 0.658+0.267bB 2.505+0.331aC 1.198+0.337aA 0.535+0.200aB 0.827+0.275acB T.E.
N 15 | 0.499+0.162aC 5.539+0.607bB 0.358+0.251bB 1.987+0.682aA 0.315+0.195aB T.E.
S
E 30 | 0.401+0.299aC 6.164+0.561bB 1.258+0.559aA 0.933+0.253bB 0.721+0.303aB T.E.
© 50 | 0.297+0.223bD 7.312+0.298aA 1.473+0.472aA 0.822+0.227bB 0.346+0.129aB T.E.

K*:Kontrol, R":Rutin, T.E.:Tesbit edilemedi. Aym siitunda yapilan harflendirmeler, uygulamalar
arasindaki istatistiksel gruplandirmay1 gostermektedir. Kiiciik harfler seker gruplarinin kendi i¢inde,
Biiytik harfler iki seker grubu arasindaki karsilastirmay1 gostermektedir (P<0.05). + standart sapma.

Sukroz kullanilan ortamlar igerisinde, hiperisin igerigi 30 g/L sukroz
kullanilan ortamda gelistirilen kalluslarda yiiksek miktarda bulunurken, hiperosid
iceriklerinin kendi aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir fark goriilmemistir.
Klorogenik asit 15 g/L sukroz kullanilan ortamda gelistirilen kalluslarda yiiksek
miktarda (1.441 ng/mg) elde edilmistir. Kuersetin miktarlar1 15 ve 50 g/L sukroz
sukroz kullanilan ortamlarda yakin degerlerde (0.529 ve 0.535 ng/mg) bulundu.
Psodohiperisin igeriginin 15 g/L. sukroz bulunan besi ortamindaki kalluslarda en

yiiksek miktarda(1.447 ng/mg) bulundugu tesbit edilmistir.

Glukoz gruplarinda, hiperisin miktarlarinda, istatistiksel agidan anlamli bir
fark gorilmemistir. Hiperosid miktar1 en yiiksek (7.312 ng/mg) 50 g/L glukoz
iceren besi ortamindaki kalluslarda elde edilmistir. Klorogenik asit miktarinin ise
50 g/L glukoz iceren besi ortamindaki kalluslarda en yiiksek icerige (1.473 ng/mg)
sahip oldugu tesbit edilmistir. Kuersetin miktarlart 15 g/L glukoz igeren besi
ortamindaki kalluslarda en yiliksek miktarda (1.987 ng/mg) bulunurken,

psodohiperisin miktarlarinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunamamistir

(Cizelge 4.5.).
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Sekil 4.5. Kalluslarin fenolik bilesen igerikleri iizerine farkli seker konsantrasyonlarinin etkisi.
Grafikte farkli seker gruplari, her bir fenolik bilesen grubunda kendi aralarinda
karsilagtirilmistir. Kiiclik harfler seker gruplarmin kendi icinde, Biiyilik harfler iki
seker grubu arasindaki karsilagtirmay1 gostermektedir( P<0.05).

Hiperisin ve psoddohiperisin igerikleri sukroz gruplarinda daha yiiksek
degerde bulunmustur. Hiperosid ve kuersetin icerikleri ise glukoz gruplarinda daha
fazla miktarda elde edilmistir. Klorogenik asit igerikleri birbirine yakin degerler
gostermistir. Bu gruplar igerisinde en fazla miktarda elde edilen bilesik hiperosid

olmustur. Rutin bu ortamlarda gelisen kalluslarda tesbit edilememistir (Sekil 4.5).

Cizelge ve Sekil 4.5.ten de anlasildig1 gibi, fenolik bilesen igeriklerinin
miktarlari, calisilan seker tipi ve konsantrasyonlarina bagli olarak degisiklik
gostermistir. Fakat kallus gelisinde iyi sonuglar elde edilen 30 g/l sukroz

ortaminda gelisen kalluslarin fenolik bilesen igerikleri de iyi sonuglar vermistir.

4.2.3. Kallus Gelisimi ve Fenolik Bilesen Icerigi Uzerine Farkh pH

Degerlerinin Etkisi

H. retusum’un kallus gelisimi iizerinde farkli pH degerlerinin etkilerini
arastirmak amaciyla kalluslar pH degerleri sirasiyla 3.5, 4.5, 5.8, 6.0, 6.5 ve 7.0
olarak ayarlanan MS besi ortamlarinda kiiltiire alindi. Kalluslarin gelisimleri
izlenerek 5 hafta sonunda taze agirlik tayini yapildi. Kalluslarin gelisim 6zellikleri

ve taze agirliklarina ait veriler ¢izelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Kallus gelisimi iizerine farkli pH degerlerinin etkisi

pH Degerleri | () lama Taze Agrhk | Kallus 6zellii
(mg/kallus)
3.5 166.7+£6.652¢ Ufak,kahverengi yumusak
4.5 204.5+8.266d Sarimst, yesil, yumugak
5.8 253.5¢9.327¢ Yesil, graniiler
6.0 301.2+7.675b Koyu yesil, sert
6.5 510.2+9.569a Koyu yesil, Sert, iri
7.0 201.7+£7.410d Kahverengi, sert
Ayni siitunda yapilan harflendirmeler, uygulamalar arasindaki istatistiksel gruplandirmay1

gostermektedir(P<0.05). + standart sapma.

Cizelge 4.6’ da goriilduigii gibi, en yliksek ortalama kallus taze agirlik degeri

(510.2 mg) pH 6.5 olarak ayarlanan ortamda gelisen kalluslardan elde edilmistir.

En diisiik ortalama kallus taze agirligi (166.7 mg) pH 3.5 ortamindan elde edilmis

pH 7.0 ortaminda ise ortalama kallus taze agirlik degeri (201.7 mg) diismiistiir.

Sekil 4.6. Farkli pH ortamlarinda gelisen kallus dokulari: A: pH 3.5, B: pH 4.5, C: pH 5.8, D: pH
6.0, E: pH 6.5 ve F: pH 7.0 ortaminda gelisen kalluslar(Bar: 1 cm)

pH 3.5 asidik formda bir besi ortami olmasi nedeniyle kalluslarin da

olduk¢a yumusak ve kii¢iik yapili oldugu gozlendi.

74




HILAL SURMUS ASAN

Bu ortamdaki kalluslarda 3. haftadan sonra kararmalar ve kallus dokusunun
oldukca yumusak bir yap1 gostermesi seklinde goriilen bozulmalar ortaya ¢ikmustir.
PH degeri 4.5 ten 6.5’e dogru arttikca kallus biiytikliigii ve yesil renk oran1 artmus,
pH 6.5 grubundaki dokular daha yesil, graniller ve iri kallus o&zelligi
gostermislerdir, ancak pH 7.0°de kallus yapist ve rengi degismistir. pH 7.0 ye
ayarlanan besi ortamindaki kalluslar oldukg¢a sert nisbeten ufak yapida olup,

6.haftadan sonra kahverengilesmeler gosterip gelisimleri durmustur (Sekil 4.6).

Kallus taze agirlig ile kalluslarin doku, biiytikliik ve renk 6zellikleri birlikte
degerlendirildiginde baglangic pH’st 5.8 olarak ayarlanan MS besi ortaminda
gelisen kalluslarin kullanilan diger ortamlar icerisinde daha iyi sonuglar verdigi

bulunmustur.

H. retusum’un fenolik bilesen igerigi tizerinde farkli pH degerlerinin
etkilerini aragtirmak amaciyla kalluslarin iyi gelisim gosterdigi 4.5, 5.8, 6.0 ve 6.5
pH ortamlarinda gelisen kalluslarin LC-MS/MS analizleri yapilarak fenolik bilesen

igerikleri tesbit edilmistir.

Cizelge 4.7. Farkli pH degerlerinde gelisen kallus kiiltiirlerin fenolik bilesik icerikleri (ng/mg)

Fenolik Bilesikler

pH Hiperisin Hiperosid Klorogenik asit | Kuersetin Psodohiperisin | Rutin
Degeri

pH 4.5 0.965+0.149a 4.228+0.248¢c 0.201£0.034d | 0.783+0.117b 0.559+0.120a T.E*

pH5.8 0.317+0.083c 2.565+0.434d 0.493+0.024¢ 1.237 £0.153a 0.333+0.077b T.E*
pH 6.0 0.151+0.057¢ 8.047+0.392b 0.891+0.212b 0.508+0.014¢ 0.129+0.089¢ T.E*
pH 6.5 0.657+0.075b 8.804+0.460a 1.758+0.177a 0.723+0.063b 0.517+0.073a T.E*

T.E.:Tesbit edilemedi. Ayn siitunda yapilan harflendirmeler, uygulamalar arasindaki istatistiksel
gruplandirmayi gostermektedir(P<0.05). £ standart sapma.

En yiiksek hiperisin icerigi (0.965 ng/mg), pH 4.5’¢ ayarlanan besi
ortamindaki kallus dokularindan elde edilirken, pH’lar1 5.8 ve 6.0 olan besi
ortaminda gelisen kalluslarin hiperisin igerikleri arasinda istatistiksel agidan anlaml
bir fark tesbit edilemedi. En yiiksek hiperosid igerigi pH 6.5 (8.804 ng/mg)
ortamindaki kalluslarda bulunurken, en diisiik hiperosid miktar1 (2.565 ng/mg) da
pH 5.8 olan ortamdaki kalluslardan elde edildi.
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Calisilan pH gruplarinin hiperosid igeriklerinin istatistiksel olarak farkli oldugu
goriildii. Klorogenik asitin en yiiksek degeri(1.758 ng/mg) pH 6.5 ortamindan, en
diisiik miktar1 ise pH’s1 4.5 (0.201 ng/mg) olan kalluslardan elde edildi. Gruplarin
klorogenik asit miktarlar1 arasinda istatistiksel 1 olarak fark oldugu bulundu.
Kuersetin igeriginin en yiiksek degeri (1.237 ng/mg) pH 5.8 ortamindan, en diisiik
degeri ise pH’s1 6.0 olan ortamdan elde edildi PH 4.5 ve 6.5 olan ortamlardaki
kalluslarin kuersetin miktarlar1 ise istatistiksel olarak birbirine yakin degerlerde
bulundu. Psddohiperisinin en yiiksek degeri (0.559 ng/mg) pH 4.5, en diisiik degeri
ise (0.129 ng/mg) pH 6.0 ortaminda elde edilmistir. Rutin ¢alisilan pH ortamlarinin
hig birinde tesbit edilemedi (Cizelge 4.7).
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Fernolik Bilesikler

Sekil 4.7. Kallus kiiltiirlerinin fenolik bilesen igerigi lizerine farkli pH degerlerinin etkisi. Grafikte
farkli pH gruplari, her bir fenolik bilesen grubunda kendi aralarinda karsilagtiriimistir(
P<0.05).

Kullanilan pH gruplarinda hiperosid en yiiksek miktarlarda bulunmustur.
Bunun yaninda hiperisin, klorogenik asit, kuersetin ve psddohiperisin diisiik

miktarlarda bulunurken, rutin hicbir grupta tesbit edilememistir(Sekil 4.7).

Cizelge ve Sekil 4.7 den de anlasildig1 gibi fenolik bilesenlerin en yiiksek

miktarlari, kullanilan pH ortamlar1 arasinda degiskenlik gostermistir.
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4.2.4. Kallus Gelisimi ve Fenolik Bilesen Icerigi Uzerine Farkh Isik
Uygulamalarinin Etkisi

H. retusum’un kallus gelisimi iizerinde 151k uygulamasinin etkilerini
arastirmak amaciyla kalluslar MS besi ortamlarina aktarildiktan sonra 11k sartlari
sirastyla; siirekli aydinlik, stirekli karanlik ve kontrol (16 saat aydinlik, 8 saat
karanlik) sartlarina ayarlanmis ortamlarda biiyiimeye birakildi. Kalluslarin
gelisimleri izlenerek 5 hafta sonunda taze agirlik miktarlar belirlendi. Kalluslarin

gelisim Ozellikleri ve taze agirliklarina ait veriler ¢izelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Kallus gelisimi iizerine 151k uygulamasinin etkisi

Isik Sartlarn Ort.Taze Agr.(mg)+SD Kallus Ozelligi
Kontrol .

345.50+17.078b Yesil,Ufak,yumusak
Siirekli Karanhk 496.25+18.08a sarimst, Iri, Cabuk dagilan
Sitrekli aydinlik 305.25+16.37¢ Yesil, Sert, dagilmayan

Ayni siitunda yapilan harflendirmeler, uygulamalar arasindaki istatistiksel gruplandirmay1
gostermektedir(P<0.05). + standart sapma.

Farkli 151k sartlarinda gelistirilen kalluslarin 5. hafta sonundaki gelisimleri
degerlendirildiginde, en yliksek kallus taze agirlik ortalamasi (496.25 mg) siirekli
karanlik sartlarda yetistirilen kalluslardan elde edildi. Siirekli aydinlik sartlarinda
gelistirilen kalluslarin taze agirlik ortalamasi (305.25 mg) en diisiik degerleri
vermistir (Cizelge 4.8).

Sekil 4.8. Farkli 151k uygulamalarinda gelisen kallus dokular1 A:Siirekli karanlik B:Siirekli aydinlik
C:Kontrol (Bar:1 cm)
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Stirekli karanlik sartlarda yetistirilen kalluslarin, oldukga biiyiik, sarimsi
renkte ve c¢abuk dagilabilen bir yapida oldugu gozlendi. Kontrol ortaminda
gelistirilen kalluslarin siirekli karanlik ortamda gelisenlere gore, daha yesil renkte
oldugu ve kolay dagilabilen yapida olmadigi, siirekli aydinlik sartlarinda gelistirilen
kalluslarin ise yesil renkte ve kompakt bir yapida oldugu gozlenmistir (Sekil 4.8).

Farkl1 151k degerlerinin H. retusum’un kallus kiiltiirlerinin fenolik bilesik
icerikleri tizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla; siirekli aydinlik, stirekli
karanlik ve kontrol (16 saat aydinlik, 8 saat karanlik) sartlarina ayarlanmis
ortamlarda gelistirilen kalluslarin 5. hafta sonunda LC-MS/MS analizleri yapilarak
fenolik bilesik igerikleri arastirildi. Analizler sonucunda elde edilen veriler asagida

verilmistir.

Cizelge 4.9. Farkli 151k uygulamalarinda gelisen kalluslarin fenolik bilesik icerikleri (ng/mg)

Fenolik Bilesikler

Isik Ortamlan Hiperisin Hiperosid Klorogenik Kuersetin Psodohiperisin | Rutin

asit

Kontrol 0.683+0.204a | 3.195+0.259a | 0.517+0.070a | 0.809+0.061b | 0.536+0.262a 0.424+0.044a

Siirekli Aydinhk | 0.387+0.103ab | 2.042+0.158b | 0.125+0.050b | 0.239+0.097c | 0.323+0.080ab | 0.017+0.014b

Siirekli Karanlk | 0.177=0.129b | 2.433£0211p | 0-483+0.112a | 1.520£0.224a | 0.115£0.05% | ¢ 10 0.011b

Ayni siitunda yapilan harflendirmeler, uygulamalar arasindaki istatistiksel gruplandirmay1
gostermektedir(P<0.05). £ standart sapma.

En yiiksek hiperisin icerigi (0.683 ng/mg) kontrol ortamindaki kalluslardan,
en diisiik miktar1 (0.177 ng/mg) ise siirekli karanlik ortamdaki kalluslardan elde
edilmistir. Hiperosid igerigi en yiiksek (3.195 ng/mg) kontrol ortamindaki
kalluslardan, en diisiik (2.042 ng/mg) siirekli aydinlik sartlardaki kalluslardan elde
edilmis ve aydinlik ortamdaki kalluslarin hiperosid icerigi ile aralarinda istatistiksel
olarak fark bulunmamistir. Klorogenik asit igerigi yine en yiiksek (0.517 ng/mg)
kontrol grubundaki kalluslardan elde edilirken, istatistiksel olarak karanlik
ortamdaki kalluslarin klorogenik asit icerigi ile yakin bulunmus ve aydinlik
ortamdaki kalluslarda ise en diisiik miktarda (0.125 ng/mg) bulunmustur. Kuersetin
icerigi en yliksek stirekli karanlik ortamdan (1.520 ng/mg) elde edilirken, en diigiik
miktar1 (0.239 ng/mg) aydinlik ortamdaki kalluslardan elde edilmistir. Kuersetin

miktarlar {i¢ grup arasinda istatistiksel olarak birbirinden farkli bulunmustur.
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Psodohiperisin (0.536 ng/mg) ve rutin (0.424 ng/mg) icerikleri kontrol grubunda
daha yiiksek oranlarda bulunmustur. Bu bilesiklerin en diisiik miktarlar1 (0.115
ng/mg ve 0.010 ng/mg) da karanlik ortamdaki kalluslarda bulunmustur. Ayrica
rutin siirekli aydinlik ve siirekli karanlik ortamlardaki kalluslarda birbirine yakin

miktarlarda bulunmustur.

Kontrol, stirekli aydinlik ve siirekli karanlik kosullarda gelisen kalluslarda
en yiiksek bilesik icerigi hiperosid ve en diisiik bilesik igerigi de rutinde tesbit
edilmistir (Cizelge 4.9).
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Sekil 4.9. Farkli 151k uygulamalarinda gelisen kalluslarinin fenolik bilesik igerikleri. Grafikte farkli
151k gruplari, her bir fenolik bilesen grubunda kendi aralarinda karsilastirilmistir(
P<0.05).

Bu ortamlar icerisinde en yliksek miktarlarda elde edilen bilesik, hiperosid;
en diisiik miktarlarda bulunan bilesik ise rutin olmustur. Kuersetin hari¢ diger biitiin
bilesik miktarlar1 kontrol grubunda daha yiiksek miktarlarda elde edilmistir (Sekil
4.9).
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4.3. Siispansiyon Kiiltiirii Calismalar

Bu alt bolimde bolim 4.4.’te kallus gelisimi i¢in elde edilen veriler

1s181nda siispansiyon kiiltiirii baglatmak i¢in asagidaki deneyler yapilmistir.
4.3.1. Kalluslardan Siispansiyon Kiiltiirlerinin Olusturulmasi

H.  retusum’un siispansiyon kiiltiirlerini  olugturmak i¢in yaprak
eksplantlarindan tiiretilmis olan kallus dokular1 kullanildi. Iyi dzellikte kallus veren
ve silispansiyon kiiltiirlerinin baslatilmast c¢aligmalar1 i¢in de kullanmilan BBD

kombinasyonlarinin bulundugu besi ortamlar1 agagida verilmistir (Cizelge 4.10.).

Cizelge 4.10. Siispansiyon kiiltiirii olusumu i¢in kullanilan ortamlar

0.1 mg/L BAP+0.05 mg/L 2,4-D 0.1 mg/L KiN+0.2 mg/L 2,4-D
0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D 0.5 mg/L KiN+0.5 mg/L 2,4-D
1.0 mg/L BAP+2.0 mg/L 2,4-D 0.5 mg/L KiN+1.0 mg/L 2,4-D

Yapilan alt kiiltiir denemeleri sonucunda 0.1 mg/L BAP+0.05 mg/L 2,4-D ve
1.0 mg/L BAP+2.0 mg/L 2,4-D ile 0.1 mg/L KIN+0.2 mg/L 2,4-D ve 0.5 mg/L
KIN+0.5 mg/L 2,4-D kombinasyonlarini igeren sivi MS besin ortaminda kiiltiire
alinan kallus pargalarinin 3-5 alt kiltiir boyunca gelisimleri degerlendirilmistir.
Kiiltiire alinan kallus parcalariin, alt kiiltiir asamalarinda siispansiyon kiiltiiriini
olusturacak sekilde bir dagilim gostermedigi yapilan goézlemler ve mikroskop
incelemeleri sonucunda bulunmustur. Aym1 zamanda bu besi ortamlarinin
bulundugu erlenlerin disardan yapilan gozlemlerinde, silispansiyon kiiltiirii
gelistiginin belirtisi olan sivi ortamin bulaniklagsmasinin ortaya c¢ikmadigi da

gbzlenmistir.

Aym sekilde, 0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D ve 0.5 mg/L KIN+1.0 mg/L
2,4-D kombinasyonlarini igeren sivi MS besin ortaminda kiiltiire alinan kallus
parcalarinin gelisimleri degerlendirilmis ve bu kallus pargalarinin bu ortamlarda
diizenli bir sekilde dagilmaya basladigi ve birkag¢ alt kiiltiir sonunda sivi besin
ortaminin yapilan mikroskop incelemeleri sonucunda besi ortaminda dagilmis
bulunan hiicre ve hiicre agregatlarinin belirdigi goézlenmisti. Bu BBD

kombinasyonlarin1t kullanildig1 besi ortamlarinin bulundugu erlenlerin disardan
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yapilan gozlemler ile bu erlenlerde siispansiyon kiiltiirii olustugunun bir belirtisi

olan s1v1 ortamda bulaniklasmanin ortaya ¢iktig1 da gézlenmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. H. retusum’un siispansiyon kiiltiiri agsamalari. A:Sivi ortamda kiiltiire alinan kallus
pargalart B:ilk siiziintiiden gecen kallus pargalart C ve D: Olusan siispansiyon
kiilttirleri ile sivi besi ortaminda goriilen bulaniklasma E: Siispansiyon kiiltliriindeki
kiimelesmis hiicreler F:Siispansiyon kiiltiiriindeki tekli hiicreler
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4.3.2. BBD’lerinin

Farkh Kombinasyonlarinin

Siispansiyon

Kiiltiirlerinin Gelisimi ve Fenolik Bilesen Icerigi Uzerine Etkisi

0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D ve 0.5 mg/L KIN +1.0 mg/L 2,4-D ilaveli

stv1 besi ortamlarinda gelistirilen hiicre slispansiyon kiiltiirlerinin 0., 4., 7., 14., 21.

ve 28. glinlerindeki paketlenmis hiicre hacimleri (PHH), taze ve kuru agirliklarina

ait sonuglar Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. BBD’lerinin farkli kombinasyonlarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin 28 giinliik

PHH, taze ve kuru agirlik degerleri

BBD Ornek ahm PHH (mL/L) Taze Agirhik (g/L) Kuru Agirhik (g/L)
Ortamlart Zamanlari (giin)
0 3.1+0.208cA 2.7+0.346¢A 0.22:£0.030cA
R
< 4 3.4%0.173cA 2.9£0.265cA 0.2620.036cA
2
g 7 4.3+0.360bA 3.7+0.264bB 0.32£0.028bA
3
< 14 5.140.458aA 4.7+0.346aB 0.40+£0.026aA
=
g 21 5.6+0.360aB 4.9£0.251aB 0.45+0.036aA
S
28 5.7+0.416aB 5.1+0.200aB 0.047£0.034aA
0 3.3+0.300dA 3.0+£0.305¢cA 0.26+0.045aA
R
-« 4 3.8+0.360cA 3.4+0.251cA 0.31£0.041dA
=
g 7 4.9+0.200bA 4.4+0.351bA 0.37£0.026cdA
=
2 14 5.9+0.360aA 5.5+0.264aA 0.46+0.036aA
2
g 21 6.8+0.416aA 6.0+0.360aA 0.53:£0.040abA
pE
28 7.12£0.264aA 6.1£0.251aA 0.54+0.043aA

Cizelgede her bir stunda farkli harfle gosterilen iki deger, bu ortalamalarin istatistiksel agidan

P<0.05 seviyesinde birbirinden farkli oldugunu gosterir. Kiigiik harfler her bir grubun kendi

icindeki, bilyiik harfler ise gruplar aras1 karsilastirmay1 gostermektedir. + standart sapma.

Cizelge 4.11’de farkli BBD kombinasyonlar1 iceren besin ortamlarinda

gelistirilen kiiltlirlerin PHH, taze agirhk ve kuru agirlik degerleri arasinda

istatistiksel acidan farkliliklar oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.11. BBD’lerinin farkli kombinasyonlarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin PHH
degerlerindeki degisimler. Kiiciik harfler her BBD grubunun kendi igindeki, biiyiik
harfler iki grup arasindaki karsilastirilmay1 gostermektedir(P<0.05).

Sekil 4.11.’de gosterildigi gibi, 0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D iceren BBD
gurubunda PHH degerleri 28 giinliik kiiltiir boyunca diizenli bir artig gostermistir.
Bu ortamda kiiltiire alinan hiicrelerin 7. giinde olgiilen PHH degerlerinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir.

0.5 mg/L KIN +1.0 mg/L 2,4-D grubundaki hiicrelerin PHH miktarlarinin
14. giine kadar diizenli bir sekilde artmistir. Bu giinlerde elde edilen PHH degerleri
arasinda istatistiksel agidan fark oldugu goriilmektedir. Sonraki dl¢ltimlerde bu artig

miktarinin duragan hale geldigi goriilmiistiir.

En yiiksek PHH miktarmm (7.1 mL/L) 0.5 mg/L KIN +1.0 mg/L 2,4-D
ilaveli MS ortaminda 28. giindeki kiiltiirlerde elde edildigi saptanmistir (Sekil
4.11).
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Sekil 4.12. BBD’lerinin farkli kombinasyonlarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin taze agirlik
degerlerindeki degisimler. Kii¢iik harfler her BBD grubunun kendi igindeki, biiyiik
harfler iki grup arasindaki karsilastirilmay1 gostermektedir(P<0.05).

Stispansiyon Kkiiltlirtindeki hiicrelerin gelisimini takip etmek amaciyla

kullandigimiz bir diger parametre de taze agirliklarinin tayini olmustur.

0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L. 2,4-D ortaminda kiiltiire alinan hiicrelerin taze
agirliklarinda 7. giinde anlamli bir artis oldugu gézlenirken diger giinlerde bu artig

miktarmin daha yakin degerlerde oldugu gozlenmistir.

0.5 mg/L KIN +1.0 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortamindaki kiiltiirlerde de
yine 7. giinde elde edilen taze agirlik degeri diger giinlere gore istatistiksel agidan
anlaml bir artig gosterirken, diger gilinlerde taze agirliklar biribirine yakin degerler

gostermistir.

Her iki ortamdaki kiiltiirlerin taze agirliklarindaki artis miktarlar
karsilagtirildiginda, taze agirliklarin 4. giinde yakin degerler gosterirken, sonraki
giinlerde iki ortam arasinda anlamli bir fark oldugu goriilmistiir. Taze agirlik
miktarlarmin 0.5 mg/L KIN +1.0 mg/L 2,4-D ilaveli ortamdaki kiiltiirlerde calisilan
biitiin giinlerde 0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D ilaveli ortamdaki kiiltiirlerden elde
edilen miktardan daha yiiksek oldugu tesbit edilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.13. BBD’lerinin farkli kombinasyonlarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin kuru agirlik
degerlerindeki degisimler. Kiigiik harfler her BBD grubunun kendi i¢indeki, biiyiik
harfler iki grup arasindaki karsilastirilmay1 gostermektedir(P<0.05).

Bu iki gurubun kiiltiir siiresi boyunca kuru agirliklarindaki artis miktarlar
degerlendirildiginde 0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D ilaveli MS ortaminda kiiltiire
alinan hiicrelerin kuru agirlik miktarlarinda 7. glindeki kiiltiirlerde anlamli bir fark
goriilmiistiir.

0.5 mg/L KIN +1.0 mg/L 2,4-D iceren MS besin ortamlarindaki kiiltiirlerin

kuru agirlik degerlerinde 14. glinde alinan kiiltiirlerin kuru agirlik degerlerinin diger

giinlere oranla farkli oldugu gdzlenmistir.

Kuru agirlik miktarlarinm 0.5 mg/L KiN +1.0 mg/L 2,4-D iceren MS besin
ortamlarindaki kiiltiirlerde biitiin giinlerde 0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D ilaveli
MS ortamda gelistirilen kiiltiirlerde daha yiiksek degerlerde bulunmustur. Bu
kiiltiirlerde en yiiksek kuru agirlik degeri (0.54 g/L) 0.5 mg/L KIN +1.0 mg/L 2,4-D
ilaveli kiiltlirlerden 28. giinde alinan kiiltiirlerden elde edilmistir(Sekil 4.13).

Kiltiirler, PHH, taze agurlhk ve kuru agirlik degerleri bakimindan
karsilastinldiginda kiiltiir gelisiminde en iyi ortamn, 0.5 mg/L KIN +1.0 mg/L 2,4-
D oldugu tesbit edildi.

H. retusum’un siispansiyon kiiltiirlerini olusturmada en iyi sonucu veren iki
farkl1 BBD kombinasyonu olan 0.1 mg/L BAP+ 0.5 mg/L 2,4-D ve 0.5 mg/L KiN

+1.0 mg/L 2,4-D destekli stvi MS besi ortamlarinda gelistirilen hiicre siispansiyon

85



4. BULGULAR

kiiltlirleri 28 giinliik gelisim siireci sonunda sivi ortamdan siiziilerek LC-MS/MS

analizleri ile fenolik bilesen icerikleri karsilastirilmistir.

Cizelge 4.12. BBD’lerinin Farkli kombinasyonlarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin fenolik
bilesik igerikleri (ng/mg)

Fenolik Bilesikler
BBD | Hiperisin Hiperosid Klorogenik asit Kuersetin Psodohiperisin Rutin
A 0.743+0.044a 0.259+0.042a 0.970+0.054a 0.293+0.052a 1.587+0.505a T.E*
B 0.361+0.054b 0.157+0.070a 0.104+0.034b 0.362+0.078a 0.745+0.070b TE*

T.E.:Tesbit edilemedi. A: 0.1 mg/L BAP+ 0.5 mg/L 2,4-D, B: 0.5 mg/L KIN+1.0 mg/L 2,4-D. Ayni
situnda yapilan harflendirmeler, her fenolik bilesen grubu kendi icinde
karsilastirilmasini gostermektedir(p<0.05).+ standart sapma.

Kiiltlirler karsilastirildiginda bu iki ortam arasinda hiperisin igerikleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tesbit edilmistir. 0.1 mg/L
BAP+ 0.5 mg/L 2,4-D BBD destekli MS besi ortamindaki kiiltlirlerin hiperisin
miktar1 (0.743 ng/mg) 0.5 mg/L KIN +1.0 mg/L 2.4-D destekli MS besi ortaminda
elde edilen miktarin (0.361 ng/mg) yaklasik iki kat1 oranda bulunmustur. Hiperosid
igerikleri (0.157-0.259 ng/mg) her iki ortamda birbirine yakin degerde bulunmustur.
Klorogenik asit (0.970 ng/mg) ve psddohiperisin (1.587 ng/mg) icerikleri de yine
0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D BBD destekli MS besi ortaminda daha yiiksek
miktarlarda bulunmustur. Kuersetin miktarlar1 istatistiksel olarak yakin degerlerde

bulunmustur.

0.1 mg/L BAP + 0.5 mg/L 2,4-D destekli MS besi ortamindaki siispansiyon
kiiltliriinde en yiiksek miktarda bulunan bilesik psddohiperisin (1.587 ng/mg) iken,
en diisiik miktarda ise hiperosid (0.259 ng/mg) bulunmustur.

0.5 mg/L KIN +1.0 mg/L 24-D BBD destekli MS besi ortamindaki
kiiltiirlerde de en yiiksek miktarda bulunan bilesik psddohiperisin (0.745 ng/mg)
iken, en disliik miktarda ise klorogenik asit (0.104 ng/mg) olarak bulunmustur

(Cizelge 4.12).
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Sekil 4.14. BBD’lerinin farkli kombinasyonlarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin fenolik bilesik
icerikleri (ng/mg).Grafikte BBD gruplarinda her fenolik bilesen grubu kendi
aralarinda karsilastiritlmistir(p<0.05).

Sekil 4.14’te goriildiigii gibi kuersetin harig, diger bilesiklerin miktar1 0.1
mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D BBD destekli MS besi ortaminda daha yiiksek oranda

bulunmustur. Her iki grupta da rutin tesbit edilememistir.
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4.3.3. Farklh pH Degerlerinin Siispansiyon Kiiltiirlerinin Gelisimi ve

Fenolik Bilesen Icerigi Uzerine Etkisi

Kiiltlir ortamlarinin pH degerlerinin kiiltiirdeki hiicrelerin gelisimi iizerine
etkisini aragtirmak icin baslangi¢ pH’lar1 pH 4.5, pH 5.8 (kontrol), ve pH 6.5 olmak

iizere li¢ pH ortami hazirlandi. Kiiltiirlerin 28 giinliik gelisimleri degerlendirildi.

Cizelge 4.13. Farkli pH degerlerinde gelisen siispansiyon kiiltlirlerinin PHH, taze ve kuru agirlik
degerlerindeki degisimler

pH Ortamlar1 | Ornek ahm PHH(mL/L) Taze Agirhk(g/L) Kuru
Zamanlari(giin) Agirhk(g/L)
0 3.4+0.360cA 3.0+0.264bA 0.27+0.026bA
4 4.0+0.200bA 3.5+0.400bA 0.31£0.015bA
“ 7 4.5+0.264aB 4.0+0.300aA 0.38+0.030aA
<
==}
=) 14 4.8+0.200aB 4.3+0.435aB 0.41£0.036aA
21 4.9+0.264aB 4.5+0.400aB 0.42+0.026aB
28 4.9+0.300aB 4.6+0.173aB 0.042+0.03aB
0 3.5+0.200eA 3.1+0.360dA 0.31£0.023cA
4 4.0+0.264dA 3.8+0.346cA 0.35£0.030cA
" 7 5.2+0.300cA 4.6+0.264bAB 0.41+0.026bA
W
=
S 14 5.7+0.360bA 5.1£0.200bA 0.47+0.035aA
21 6.4+0.173aA 5.8+0.400aA 0.51£0.015aA
28 6.5+0.200aA 5.9+0.435aA 0.52+0.03aA
0 3.4+0.200bA 2.9+0.400bA 0.24+0.035bA
4 3.5+0.360bB 3.1+0.360bA 0.29+0.030bA
“ 7 4.1+0.435abB 3.6+0.435abAC 0.35+0.028aA
=
==}
2 14 4.4+0.458aB 4.0+0.300aB 0.39+0.036aA
21 4.5+0.360aB 4.2+0.300aB 0.40+0.020aB
28 4.5+0.400aB 4.2+0.173aB 0.40+0.01aB

Ayn1 siitunda yapilan harflendirmeler, uygulamalar arasindaki istatistiksel gruplandirmay1
gostermektedir(P<0.05). + standart sapma.
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Cizelge 4.13.’ten de gorildiigii gibi, calisilan pH gruplarinda kiiltiirlerin
PHH (paketlenmis hiicre hacmi), taze ve kuru agirlik degerleri bakimindan, en iyi

sonuclar pH 5.8 grubundan elde edilmistir.
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Sekil 4.15. Farkli pH degerlerinde gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin PHH degerlerindeki degisimler.
Kiigiik harfler her pH grubunun kendi igindeki, biiyiikk harfler gruplar arasindaki
karsilagtirilmay1 gostermektedir(P<0.05).

pH 4.5 olarak ayarlanan ortamdaki kiiltiirin PHH miktar1 7. giine kadar

diizenli bir artis gostermigtir. Kiiltiiriin 7. glinlinden sonra PHH miktarlarinin daha

fazla artmadigy, istatistiksel olarak yakin degerler verdigi gézlenmistir.

Kontrol grubu yani pH 5.8 ortaminda kiiltiire alinan hiicrelerin PHH
degerlerinin 28 giinliik gelisim periyodu boyunca diizenli bir sekilde artis gosterdigi
bulunmustur. Bu grupta fakli giinlerde 6l¢iilen PHH degerleri arasinda istatistiksel

acidan anlaml farklar oldugu tesbit edilmistir.

Yiiksek pH ortami olarak kullanilan pH 6.5’te PHH miktarlarinda istatistiki
bakimdan en onemli fark 7. giinde Olgiilen miktarda elde edilmistir. Sonraki
giinlerde oOl¢iilen PHH degerlerinde artis gézlense de bu artis istatistiksel agidan
anlamli bulunmamistir ve 21. giinden itibaren ise PHH degerlerinin artis

gostermedigi belirlenmistir.

Ug farkli pH ortamindaki kiiltiirlerde en yiiksek PHH degeri (6.5 mL/L), pH
5.8 ortaminda kiiltiire alinan hiicrelerden 28. giindeki dl¢iimde elde edilmistir (Sekil
4.15).
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Sekil 4.16. Farkli pH gruplarinda gelisen kiiltiirlerin taze agirlik degerlerindeki degisimler. Kiigiik
harfler her pH grubunun kendi igindeki, biiyiikk harfler gruplar arasindaki
karsilastirilmay1 gostermektedir(P<0.05).

Sekil 4.16 farkli pH ortamlarinda gelisen Kkiiltlirlere ait taze agirlik

miktarlarinin 28 giinliik gelisimini géstermektedir.

Diistik pH ortaminda (pH 4.5) kiiltiire alinan hiicrelerde en 6nemli artig
miktar1 7. giinde Olglilen taze agirlik degerlerinden elde edilirken, kiiltiiriin diger

giinlerinde bu degerlerin daha yakin oldugu bulunmustur.

Kontrol ortami olarak kullanilan pH 5.8’e¢ ayarlanan kiiltiirlerdeki taze
agirlik degerlerinin istatistiksel acidan anlaml farkliliklar gosterdigi bulunmustur.

Bu ortamdaki kiiltiirlerin taze agirlik miktarlar1 diizenli bir artis géstermistir.

Yiiksek pH ortamindaki (pH 6.5) kiiltiirlerin taze agirlik degerlerinde en
onemli artis degeri 14. giinde elde edilmistir. Kiiltiiriin diger giinlerinde taze
agirhiklarda meydana gelen artiglar istatistiksel agidan anlamli bulunmazken,
kiiltiirtin 21. glinden sonraki 6l¢iimiinde taze agirlik miktarindaki bu artisin durdugu

tesbit edilmisgtir.

Bu kiiltiirlerin taze agirlik miktarinda en fazla artis, pH 5.8 ortaminda

meydana gelmistir.
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Sekil 4.17. Farkli pH gruplarinda gelisen kiiltiirlerin kuru agirlik degerlerindeki degisimler. Kiigiik
harfler her pH grubunun kendi igindeki, biiyiikk harfler gruplar arasindaki
karsilagtirilmay1 géstermektedir(P<0.05).

Farkli pH ortamlarinda kiiltiire alinan hiicrelerin gelisimini takip etmek

amaciyla kiiltiirlerin kuru agirlik degerleri de 6l¢lilmiistiir.

pH 4.5’¢ ayarlanan ortamdaki kiiltiirlerde yine 7. gilindeki kuru agirlik
degerinde 6nemli bir artis gozlenirken, pH 5.8’de 14. giine kadar diizenli bir artig
oldugu sonraki giinlerdeki kuru agirlik degerlerinin daha yakin oldugu tesbit
edilmistir. pH’s1 6.5 olan kiiltiirlerde 7. giinde o6l¢iilen kuru agirlik degerlerinin

istatistiksel acidan anlamli oldugu goriilmiistiir.

Kullanilan bu ortamlar igerisinde en yliksek kuru agirlik degerleri pH 5.8
olan kontrol ortamindaki kiiltiirlerden elde edilmistir. Daha diisiik ve daha yiiksek

pH ortamlarindaki kuru agirlik degerlerinin daha diisiik oldugu tesbit edilmistir
(Sekil 4.17).
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Calismamizda ayrica, farkli pH degerlerine sahip gruplar 28 giinliik kiiltiir

stiresinden sonra, besi ortamlarindan ayrildi ve fenolik bilesik iceriklerinin tesbit

edilmesi i¢in LC-MS/MS analizleri yapildu.

Cizelge 4.14. Farkli pH gruplarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin fenolik bilesik igerikleri

(ng/mg)
Fenolik Bilesikler
pH Hiperisin Hiperosid Klorogenik asit | Kuersetin Psodohiperisin | Ruti
ortami n
pH4.5 | 0.135+0.023a 0.103+0.016a 0.067+0.019a 0.187+0.011a 0.326+0.019a T.E
pH5.8 | 0.146+0.015a 0.110+0.015a 0.007+0.005b 0.029+0.013¢ 0.22040.020b T.E
pH 6.5 | 0.078+0.015b 0.049+0.019b 0.0254+0.012b 0.079+0.011b 0.183+0.013¢ T.E

T.E.:Tesbit Edilemedi. Ayni siitunda yapilan harflendirmeler, her bir fenolik bilesen grubunun kendi
icinde karsilastirilmasini géstermektedir(P<0.05). + standart sapma.

Hiperisin ve hiperosid igerikleri kendi aralarinda degerlendirildiginde, pH
4.5 (0.135 ng/mg- 0.103 ng/mg) ve pH 5.8 (0.146 ng/mg-0.110 ng/mg)
ortamlarindaki kiiltiirlerde istatistiksel olarak birbirine yakin degerlerde
bulunmustur. Bu bilesiklerin miktarlar1 pH 6.5 ortaminda oldukga diisiik degerlerde
(0.078 ng/mg-0.049 ng/mg) bulunmustur. Klorogenik asit pH 4.5’te en yiiksek
miktarda (0.67 ng/mg) tespit edilirken, pH 5.8 ve pH 6.5’ta oldukca diisiik
miktarlarda (0.007 ng/mg-0.025 ng/mg) bulunmustur. Kuersetin miktar1 diigiik pH
(pH 4.5)’da diger pH gruplarina gore olduke¢a yiiksek diizeyde (0.187 ng/mg)
tiretilmistir ve lic ortamin kuersetin icerikleri istatistiksel olarak birbirinden farkli
bulunmustur. Ayn sekilde psddohiperisin miktarlar1 arasinda da istatistiksel agidan
anlamli bir fark oldugu bulunmustur. En yiiksek psddohiperisin miktari(0.326

ng/mg) pH 4.5 olarak ayarlanan ortamdan elde edilmistir.

Bu ortamlarda psodohiperisin yliksek miktarlarda, klorogenik asit ise en

diisiik miktarlarda tesbit edilen bilesiklerdir (Cizelge 4.14).
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Sekil 4.18. Farkli pH gruplarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin fenolik bilesik igerikleri.
Grafikte farkli pH gruplari, her bir fenolik bilesen grubunda kendi aralarinda
kargilagtirilmistir( P<0.05)

Caligilan bilesikler igerisinde en yiiksek miktarlar psddohiperisin, en diisiik
miktarlar ise klorogenik asit bilesiklerinde bulunmustur. Rutin bu ortamlardaki

kiiltiirlerde elde edilememistir (Sekil 4.18).

Goriildiigii gibi fenolik bilesen miktarlari, basglangig pH’st 4.5 olan
ortamdaki kiiltiirlerde daha yiiksek diizeylerde elde edilmistir.
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4.3.4. Farkh Isik Uygulamalarinin Siispansiyon Kiiltiirlerinin Gelisimi

ve Fenolik Bilesen icerigi Uzerine Etkisi

Hiicre siispansiyon kiiltlirlerinde farkli 151k uygulamalarinin  kiiltiirler
tizerindeki etkisini arastirmak iizere, 1 kontrol (16 saat aydinlik,8 saat karanlik),
strekli aydinlik ve silirekli karanlik ortam olmak tzere 3 farkli grup

olusturulmustur. incelenen 6zellikler ve elde edilen bulgular asagida verilmistir.

Cizelge 4.15. Farkli 151k uygulamalarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin 28 giinliik PHH, taze ve
kuru agirlik degerleri

Isik Ornek ahm PHH(mL/L) Taze Agirhk(g/L) Kuru Agirhik(g/L)
Kosullar: Zamanlari(giin)
0 6.5+0.520eA 5.5+0.510eA 0.50+0.050dA
4 7.8+0.436dB 7.0+0.557dC 0.60+0.036cB
_
g 7 11.2+0.557¢B 10.120.458¢B 0.76+0.050bA
N
g
M 14 13.9+£0.300bB 12.4+0.529bA 0.89+0.046aB
21 15.5+0.436aB 13.9+0.361aB 0.95+0.044aB
28 15.9+0.360aB 14.0£0.556aB 0.97+0.036aB
0 6.3+£0.400cA 5.4+0.500cA 0.50+0.10bA
= 4 7.1+0.500cB 6.2+0.530cAB 0.53+0.05bCB
=
=
=, 7 8.9+0.460bC 7.9+0.460bB 0.60+0.03abB
<
'i 14 11.0+0.460aC 9.3+0.610aC 0.69£0.04aC
£
= 21 10.7+0.560aC 9.130.500aC 0.69+0.07aC
28 10.3+0.420aC 9.07+0.400aC 0.66+0.06aC
0 6.3+0.510eA 5.4+0.360dA 0.50+0.03eA
ﬁ 4 8.9+0.361dA 7.7+0.462bdA 0.65+0.02dAB
=
5 7 12.7+0.557cA 11.3£0.451cC 0.84:£0.044cA
o
"j 14 17.5£0.529bA 16.0£0.557bA 1.02+0.04bA
£
%I=J 21 19.5+£0.436aA 18.6+0.458aA 1.10+0.02aA
28 20.0+0.550aA 19.2+0.590aA 1.12+0.03aA

Ayni siitunda yapilan harflendirmeler, uygulamalar arasindaki istatistiksel gruplandirmay1
gostermektedir. Kiigiik harfler ayn1 grup igindeki, biiylik harfler gruplar arasindaki farkliliklar:
gostermektedir (P<0.05). + standart sapma.

Cizelge 4.15’te de gorildiigii gibi, farkli 151k uygulamalarina maruz
birakilan kiiltiirler icerisinde hiicre gelisimini gosteren PHH, taze agirlik ve kuru

agirlik degerleri karanlik ortamda gelistirilen kiiltiirlerde en yiiksek miktarlarda
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tesbit edilmistir. U¢ ortamdan elde edilen bu degerler istatistiksel agidan anlaml1 bir
fark gostermistir. Siirekli aydinlik sartlarda tutulan kiltiirler ise en diisiik hiicre

gelisiminin goriildiigli ortamlar olmustur.
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Sekil 4.19. Farkli 151k uygulamalarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin PHH degerlerindeki
degisimler. Kiiciik harfler her 151k grubunun kendi i¢indeki, biiyiik harfler gruplar
arasindaki farkliliklart géstermektedir (P<0.05).

Kontrol grubunda gelisen kiiltiirlerde PHH miktart diizenli bir artig
gostermistir. Bu ortamdaki kiiltiirlerden biitiin giinlerde alinan PHH degerlerinin

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gésterdigi bulunmustur.

Siirekli aydinlik sartlarda gelisen kiiltiirlerde PHH miktarlarinin 7. ve 14.
giinlerdeki degerleri istatistiksel ac¢idan anlamli bir fark gdstermistir. Diger
giinlerde alinan PHH miktarlar1 yakin degerlerde bulunmustur. Bu ortamdaki
kiiltiirlerde en yiiksek PHH degeri (11.0 mL/L) 14. giinde elde edilmistir. Sonraki

giinlerde PHH miktarinin diistiigii goriilmiistiir.

Siirekli karanlik ortamda gelisen kiiltiirlerde de PHH miktarinin diizenli bir
sekilde arttig1 goriilmektedir. Bu sartlarda gelisen kiiltiirlerden alinan PHH

miktarlar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark oldugu tesbit edilmistir.

Calisilan farkli 151k uygulamalar1 icerisinde en yiiksek PHH miktarinin
stirekli karanlik ortamda gelisen kiiltiirlerden elde edilirken, siirekli aydinlik
sartlarda gelisen Kkiiltlirlerin ise daha digik PHH miktarlarina sahip oldugu
goriilmistiir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.20. Farkli 151k uygulamalarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin taze agirlik degerlerindeki
degisimler. Kiiciik harfler her 151k grubunun kendi i¢indeki, biiyiik harfler gruplar
arasindaki farkliliklart géstermektedir (P<0.05).

Kiiltiirlerin taze agirlik miktarlaria bakildiginda, kontrol grubundaki ve
stirekli karanlik sartlardaki kiiltiirlerin taze agirlik miktarinin diizenli bir artig
gosterdigi bulunmustur. Bu kiiltiirlerde 28. giinde alinan degerler istatistiksel olarak
bir 6nceki dl¢iim giinlinde (21. giin) alinan taze agirlik degerlerine yakin sonuglar

vermistir.

Stirekli aydinlik ortamda gelisen kiiltiirlerde en yiiksek taze agirlik miktar

14.glinde elde edilirken sonraki giinlerde bu miktarin diistiigii tesbit edilmistir.

Bu ortamlar igerisinde en yiiksek taze agirlik miktar1 (19.2 g/L) karanlik
ortamda gelistirilen 28. giinde alinan kiiltiirlerden elde edilmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.21. Farkli 151k uygulamalarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin kuru agirlik degerlerindeki
degisimler. Kiiciik harfler her 151k grubunun kendi i¢indeki, biiyiik harfler gruplar
arasindaki farkliliklart gostermektedir (P<0.05).

Kontrol sartlarinda gelisen kiiltiirlerin kuru agirlik degerlerinin 14. giine
kadar diizenli bir sekilde artarken sonraki gilinlerde alinan degerlerin istatistiksel

olarak yakin olduklar1 bulunmustur.

Stirekli aydinlik sartlarda gelisen kiiltlirlerin kuru agirlik miktarlarinda 14.
giinden itibaren bir azalma goriilmiistiir fakat bu miktarlar istatistiksel acidan

anlamli bir degisim gostermemistir.

Siirekli karanlik sartlardaki kiiltiirlerin kuru agirlik degerlerinde de taze
agirlik miktarlarinda oldugu gibi yine istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu

tesbit edilmistir (Sekil 4.21).

H. retusum’un siispansiyon kiiltiirlerinde farkli 151k uygulamalarinin
kiiltiirdeki hiicrelerin fenolik bilesen miktarlar iizerindeki etkilerini tesbit etmek
icin kiiltiirler 28. glin sonunda s1v1 besi ortamindan siiziilerek LC-MS/MS analizleri

yapildi.
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Cizelge 4.16. Farkli 151k uygulamalarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin fenolik bilesen icerikleri

(ng/mg)
Fenolik Bilesikler
Isik Hiperisin Hiperosid Klorogenik asit | Kuersetin Psodohiperisin | Rutin
ortam
Kontrol 0.045+0.012a | 0.057+0.015¢ 0.012+0.025 0.060+0.009a | 0.080+0.020b TE
Aydinhk | 0.050+0.020a | 0.2154+0.013a T.E.* 0.063+0.010a | 0.075+0.010b T.E
Karanlik | 0.053+0.004a | 0.089+0.036b T.E.* 0.025+0.008b | 0.105+0.005a T.E

T.E.:Tesbit Edilemedi. Ayn1 siitunda yapilan harflendirmeler, uygulamalar arasindaki istatistiksel
gruplandirmay1 gostermektedir.(P<0.05). + standart sapma.

Hiperisin igerikleri {i¢ ortamda istatistiksel olarak birbirine yakin degerlerde
bulunmustur. Hiperosid miktar1 (0.215 ng/mg) siirekli aydinlik ortamdaki
kiiltiirlerde en yiiksek degerde bulunurken, siirekli karanlik (0.089 ng/mg) ve
kontrol (0.057 ng/mg) ortamlarinda birbirine yakin degerler vermistir. Klorogenik
asit (0.012 ng/mg) sadece kontrol ortamindaki kiiltiirlerde ve oldukca diisiik
miktarlarda tesbit edilmistir. Kuersetin igerigi siirekli aydinlik ve kontrol grubunda
(0.063-0.060 ng/mg) ortamda gelisen kiiltiirlerde daha fazla miktarda bulunmustur
Psodohiperisin (0.105 ng/mg) miktar: siirekli karanlik ortamda gelisen kiiltiirlerde

en yiiksek miktarda bulunmustur.

Kontrol ortaminda en yiiksek miktarda tesbit edilen bilesik psddohiperisin
(0.080 ng/mg) en diisiik miktardaki bilesik ise klorogenik asit (0.012 ng/mg)
olmustur. Aydinlik kosullarda gelisen kiiltiirlerdeki bilesiklerde en yiiksek miktarda
(0.215 ng/mg) hiperosid ve en diisiik miktarda da (0.050 ng/mg) hiperisin
bulunmustur. Karanlik kosullarda ise en yiliksek miktarda (0.105 ng/mg)
psodohiperisin, en diisik miktarda da (0.025 ng/mg) kuersetin bulunmustur

(Cizelge 4.16).
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Sekil 4.22. Farkli 151k uygulamalarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin fenolik bilesen igerikleri.

Grafikte farkli 11k gruplari, her bir fenolik bilesen grubunda kendi aralarinda
kargilagtirilmistir( P<0.05).

Sekil 4.22°de goriildiigli gibi en yiliksek miktarda bulunan bilesik hiperosid

olarak tesbit edilmistir. Klorogenik asit sadece kontrol grubunda bulunurken, rutin

ise tesbit edilememistir. Ayrica, arastirilan biitlin fenolik bilesikler 151k ortamlarinin

tiimii i¢in oldukga diisiik ve ayni1 bilesigin farkli ortamlarindaki miktarlar1 da yakin

degerlerde bulunmustur.
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4.3.5. Farklh Sukroz Konsantrasyonlarmin Siispansiyon Kiiltiirlerinin

Gelisimi Uzerine ve Fenolik Bilesen icerigi Etkisi

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde sekonder metabolit iiretimini tegvik etmek
amaci ile yapilmis olan uygulamalardan biri de sukroz uygulamasi olup, bu
uygulama 1 kontrol (30 g/L ) ve 2 farkli sukroz konsantrasyonu (15 g/L, ve 50 g/L)

olmak tizere 3 farkli gruptan olugsmustur. Elde edilen bulgular asagida verilmistir.

Cizelge 4.17. Farkli sukroz konsantrasyonlarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin 28 giinliik PHH,
taze ve kuru agirlik degerleri

Sukroz Ornek alim PHH (mL/L) Taze Agirhik (g/L) | Kuru Agirhk (g/L)
Konsantrasyonu | Zamanlari (giin)
0 4.4+0.458bA 3.2+0.665bA 0.28+0.049bA
4 4.6+.0.360bB 3.5+0.529bA 0.31£0.049bA
7 5.7+0.500aB 4.5£0.379aC 0.37+0.020abC
-
)
w 14 6.5+0.500aC 5.6+0.550aB 0.46+0.015aC
o
N
° 21 6.4+0.200aC 5.6+0.404aB 0.47+0.062aB
=
0] 28 6.3+0.400aC 5.5+0.513acB 0.44+0.046aC
0 4.3+£0.351eA 3.6+0.404dA 0.33+0.045dA
4 5.4+0.404dA 4.6£0.651cA 0.39£0.015dA
7 7.1+0.361cA 6.4+0.458bA 0.54+0.032cA
~
=~
é" 14 8.5+0.321bA 7.740.556aA 0.65+0.037bA
)
§ 21 9.3+0.458aA 8.2+0.473aA 0.74+0.040aA
=
] 28 9.3+0.321aA 8.3+0.351aA 0.76+£0.032aA
0 4.3+0.503dA 3.5+0.300cA 0.31£0.0452A
4 5.0+0.208cAB 4.1£0.252cA 0.35+0.035aA
7 6.2+0.321bB 5.4+0.503bB 0.45+0.045bB
=
;" 14 7.7+0.379aB 6.6+0.586aAB 0.58+0.026aB
wn
S 21 7.7+0.351aB 6.5+0.493aB 0.56+0.042aB
S
=<
Z 28 7.6+0.361aB 6.4+0.569aB 0.56+0.031aB

Aymi siitunda yapilan harflendirmeler, uygulamalar arasindaki istatistiksel gruplandirmayi
gostermektedir. Kiiglik harfler ayni1 grup igindeki, biiyiik harfler gruplar arasindaki farkliliklar
gostermektedir (P<0.05). + standart sapma.

Cizelge 4.17°de goriildigii gibi, kiiltlirlerdeki hiicre gelisimini gosteren
PHH, taze agirlik ve kuru agirlik degerleri istatistiksel olarak anlamli farkliliklar

gostermektedir. Kullanilan {i¢ farkli sukroz ortami igerisinde en yiiksek PHH, taze
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agirhk ve kuru agirlik degerleri 30 g/ sukroz iceren ortamda daha yiiksek

miktarlarda oldugu tesbit edilmistir.
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Sekil 4.23. Farkli sukroz konsantrasyonlarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin PHH
degerlerindeki degisimler. Kiigiik harfler her sukroz grubunun kendi i¢indeki, biiyiik
harfler gruplar arasindaki karsilagtirilmay1 gostermektedir(P<0.05).

15 g/ sukroz iceren ortamindaki kiltiirlerin PHH miktarinda olarak 7.
giinde elde edilen degerin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Diger
giinlerde ol¢iillen PHH miktarlar1 yakin degerlerde bulunmustur. Bu ortamda
gelistirilen kiiltiirlerin PHH miktarinin 14. giine kadar artti§i sonraki giinlerde
alan Ol¢limlerde bu miktarin diistiigi tesbit edilmistir. Bu ortamdaki kiiltiirlerde

en yiiksek PHH miktar1 (6.5 mL/L) 14. giinde elde edilmistir.

30 g/L sukroz iceren besi ortaminda kiiltiirin PHH miktarlarinin diizenli bir
sekilde arttig1 goriilmiistiir. Bu ortamdaki kiiltiirlelerin PHH miktarlarinin farkl

giinlerde elde edilen degerlerinde istatistiksel olarak birbirinden farklidir.

50 g/LL sukroz i¢eren ortamindaki kiiltiirlerin PHH miktarlarindaki artig 14.
giine kadar devam etmistir. Sonraki Ol¢iimlerde bir artis olmadigi goriilmiistiir

(Sekil 4. 23.).
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Sekil 4.24. Farkli sukroz konsantrasyonlarinda gelisen siispansiyon kiiltlirlerinin taze agirlik
degerlerindeki degisimler. Kiigiik harfler her sukroz grubunun kendi i¢indeki, biiyiik
harfler gruplar arasindaki karsilagtirilmay gostermektedir(P<0.05).

Kiltlirlerin taze agirlik miktarlart karsilagtirildiginda, 15 g/ sukroz
kullanilan ortamdaki kiiltiirlerde en fazla taze agirlik miktar1 (5.6 g/L) 14. giinde

elde edilmis, sonraki 6l¢iimlerde taze agirlik miktarlarinin diistiigii gézlenmistir.

30 g/L sukroz ile desteklenen MS ortamindaki kiiltiirlerin taze agirlik

miktarlar1 28. giine kadar diizenli bir artis gdstermistir.

50 g/L sukroz grubunda taze agirlik artis1 14. gline kadar diizenli sekilde
artmis, sonraki giinlerde taze agirlik miktarlar1 azalmistir. Kiiltiiriin 14. giinline
kadar elde edilen taze agirlik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Bu ortamda en yiiksek taze agirlik miktar1 (6.6 g/L)
14. giinde kaydedilmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.25. Farkli sukroz konsantrasyonlarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin kuru agirhik
degerlerindeki degisimler. Kiigiik harfler her sukroz grubunun kendi i¢indeki, biiyiik
harfler gruplar arasindaki karsilagtirilmay gostermektedir(P<0.05).

Kiltiirlerin kuru agirliklarindaki artis miktar1 karsilastirildiginda, 15 g/L

sukroz igeren ortamdaki kiiltiirlerin kuru agirlik miktarlarinda istatistiksel olarak en
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onemli farklilik 7. gilindeki degerlerde bulunmustur. Bu ortamda diger giinlerde
alian kuru agirlik degerleri istatistiksel agidan yakin bulunurken 21 giinden sonra

kiiltiirtin kuru agirlik degerinde bir azalma oldugu tesbit edilmistir.

30 g/L sukroz kullanilan ortamdaki kiiltiirlerin kuru agirlik degerlerinde

yine diizenli bir artig goriilmiistiir.

50 g/L sukroz kullanilan ortamdaki kiiltiirlerde 14. giine kadar olan kuru

agirlik miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli artiglar oldugu tesbit edilmistir.

Bu ortamlardan en yiiksek kuru agirlik miktar1 (0.76 g/L) 30 g/L sukroz
kullanilan ortamdaki kiiltiirlerden 28. giinde alinan degerlerden elde edilmistir

(Sekil 4.25).

Bunun yaninda uygulamada kullandigimiz seker konsantrasyonlar1 olan 15,
30 ve 50 g/L sukroz iceriklerine sahip MS besi ortamlarinda gelisen kiiltiirler, 28
giinliik gelisim siireci sonunda besi ortamindan alinarak fenolik bilesik igerikleri

arastirilmak {izere LC-MS/MS analizleri yapildi.

Cizelge 4.18. Farkli sukroz konsantrasyonlarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin fenolik bilesik
icerikleri (ng/mg)

Fenolik Bilesikler
Sukroz Hiperisin Hiperosid Klorogenik Kuersetin Psodohiperisin Rutin
Kons. asit
15 g/L 0.035+0.0036a 0.023+0.0043a TE.* 0.021+0.0020a 0.067+0.0015a T.E*
30 g/L 0.034+0.0026a 0.019+0.0011a T.E.* 0.012+0.0030b 0.052+0.0026b T.E*
50g/L 0.030+0.0030a 0.020+0.0036a TE.* 0.007+0.0030b 0.044+0.0032¢ T.E*

T.E.:Tesbit Edilemedi. Ayni siitunda yapilan harflendirmeler, uygulamalar arasindaki istatistiksel
gruplandirmay gostermektedir(P<0.05). + standart sapma.

Kullanilan 15 g/L, 30 g/L ve 50 g/L sukroz konsantrasyonlarinin bulundugu
besi ortamlarindaki hiperisin miktarlari istatistiksel olarak yakin bulunmustur. Ayni1
sekilde bu ortamlarin hiperosid igerikleri arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir
fark tesbit edilmemistir. Kuersetin (0.021 ng/mg) ve psddohiperisin (0.067 ng/mg)
icerikleri 15 g/L. sukroz ilaveli ortamdaki kiiltiirlerde en yiliksek miktarlarda
bulunmustur. Rutin ve klorogenik asit bilesikleri ise tesbit edilememistir (Cizelge

4.18).
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15 g/L sukroz kullanilan besi ortamindaki kiiltiirlerde, en ytliksek miktarda
bulunan bilesik psddohiperisin (0.067 ng/mg), en diisiik miktardaki bilesik ise
kuersetin (0.021 ng/mg) olmustur. 30 g/L sukroz ilaveli besi ortamindaki
kiiltiirlerde yine en yiiksek miktarda bulunan bilesik psddohiperisin (0.052 ng/mg),
en diisiik miktardaki bilesik ise kuersetin (0.012 ng/mg) dir. Aymi sekilde 50 g/L
sukroz ilaveli besi ortamindaki kiiltiirlerde de en yiiksek miktarda bulunan bilesik
psodohiperisin (0.044 ng/mg), en diisiik miktardaki bilesik ise kuersetin (0.007

ng/mg) olmustur.
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Sekil 4.26. Farkli sukroz konsantrasyonlarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin fenolik bilesik
icerikleri. Grafikte farkli sukroz gruplari, her bir fenolik bilesen grubunda kendi
aralarinda karsilastirtlmigtir( P<0.05).

Sekil 4.26°da goriildiigii gibi arastirilan gruplar igerisinde 15 g/L sukroz
kullanilan ortamdaki kiiltiirlerde bilesik miktarlar1 en yiiksek degerini bulmustur.
30 ve 50 g/L sukroz ortamlarindaki bilesik miktarlari daha diistiktiir. Bu bilesikler
icerisinde en yiliksek miktarlarda bulunanlar psddohiperisin ve hiperisindir.

Klorogenik asit ve rutin bu ortamlarda tesbit edilememistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Hypericum tiirleri, genis tibbi 0Ozelliklerinden dolay1 yiizyillardan beri
kullanilagelen bitki tiirlerinden birisidir. Antidepresan aktivitesi basta olmak iizere
antiviral, antimikrobiyal, antitimoral, antiinflammatuar, antianaljezik 0&zellikleri
sebebiyle son yillarda bu tiir {izerindeki bilimsel ¢alismalar yogunlasmis ve sahip
oldugu bu sekonder bilesiklerin bitki doku kiiltiirii, kallus, siirgiin kiiltiirii, kok kiiltiiri

ve silispansiyon kiiltiirleriyle eldesine yonelik ¢alismalar yapilmaktadir.

Biz de bu calisma kapsaminda H. refusum’un kallus ve hiicre silispansiyon
kiiltiirlerinde en iyi gelisimi saglamak ve sekonder metabolit icerigini (hiperisin,
hiperosid, klorogenik asit, kuersetin, psddohiperisin ve rutin) artirmak amacina yonelik

cesitli uygulamalarin etkilerini arastirdik.

5.1. Dogal Ortamdan Toplanan Ornekler

Calismamizda, H. retusum’un kallus kiiltiirlerine bitkinin hangi eksplantini
kullanarak baslayacagimiza karar vermek amaciyla dogadan toplanan 6rneklerinin LC-
MS/MS yontemiyle kok, govde ve yaprak kisimlarina ait fenolik bilesen igeriklerini
aragtirdik. Yapilan analizler sonucunda, bitkinin yaprak kismindaki hiperisin (1411.206
ng/mg), hiperosid (797.992 ng/mg), klorogenik asit (6534.252 ng/mg), kuersetin
(573.598 ng/mg), psddohiperisin (933.862 ng/mg) ve rutin (347.141 ng/mg) bilesikleri
miktarlarinin kok ve govde kisimlarindakinden ¢ok daha fazla miktarda oldugu

goriilmiistiir (Cizelge 4.1).

Hypericum’larda yapraklar iizerinde bulunan koyu renkli salgi bezleri
karakteristiktir. Yapraklarda bulunan bu salgi bezlerinin hiperisin ve diger flavonoid
bilesiklerinin toplandig1 yerler oldugu bildirilmektedir (Baytop,1972,1999; Kagar
2004). Dolayisiyla fenolik bilesik miktarlarinin en fazla yaprakta bulunmasi

gerekmektedir.

Hiperisin biyosentezinin, tam bitkilerin yapraklarindaki koyu kirmizi renkli yag
bezelerinin olusumu ve morfogenesis ile ilgili oldugu bildirilmistir (Zdunek ve

Alfermann, 1992).

Briskin ve ark. (2001), yaprak diseksiyonu metodu kullanilarak, yapraklardaki

koyu bezelerle hiperisinler arasinda iliski oldugunu tesbit etmislerdir.
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Hypericum bitkilerinde genellikle iiretken kisimlarin gelisim ve biliyiimesi
siirerken bunu H. perforatum (Kazlauskas ve Bagdonaite, 2004) ve Hypericum
brasiliense’de (Abreu ve ark., 2004) rutin, kuersetin ve izokuersetin, H. perforatum,
Hypericum pruinatum ve Hypericum aviculariifolium’da total fenolikler (Ayan ve ark.,
2006) ve hiperisin (Cirak ve ark., 2006), H. perforatum’da (Biiter ve Biiter, 2002;
Couceiro ve ark., 2006) hiperforin, gibi farkli kimyasal bilesiklerin birikimine neden
olan sekonder metabolizmanin hizlanmasi takip eder. Bizim bulgularimiz yani bitkinin
tiretken parcasi olan yapraklardaki bilesen miktarlarinin daha yiiksek miktarda olmasi

da bu bilgiyle uyusmaktadir.

Smelcerovic ve ark.(2008), Tiirkiye’de yetisen 17 hypericum tiiriiniin fenolik
bilesenlerini (psddohiperisin, hiperisin, hiperforin, rutin, hiperosid, kuersitrin ve
kuersetin), LC-MS/MS ile tayin ettikleri g¢alismada, hiperisin ve psddohiperisin
icerikleri arasinda pozitif bir korelasyon bulmuslardir. Bu iliski, biyosentetik yolda iki

bilesik i¢in genel bir 6nciiniin paralel gelisimiyle aciklanmaktadir.

Alali ve arkadaglar1 (2004), H. triquetrifolium’un farkli kisimlarinin total
hiperisin icerigi ile ilgili ¢aligmalarinda yaprak eksplantlarinda 3.6 mg/g, c¢igek
kisminda 0.64 mg/g, gdvde ve kok kisminda ise diisiikk miktarda hiperisin bulundugunu

saptamiglardir.

Karakas (2010), H. triquetrifolium Turra’min UV spektrofotometresi ile yaptig
analizler sonucunda, en yiiksek total hiperisin igerigini bitkinin yaprak kismindan, en
diisiik hiperisin icerigini ise koklerden elde etmistir. Bitkinin ¢icek ve gdvde kisminda

ise total hiperisin oraninin daha yiiksek oldugunu saptamustir.

Ayan ve Cirak (2008), Tiirkiye’de yetisen bazi Hypericum tiirlerinin (Hypericum
heterophyllum Vent, Hypericum hyssopifolium L., Hypericum linarioides Bosse,
Hypericum monbretii Spach, Hypericum orientale L., Hypericum origanifolium Willd.,
H. perforatum L., Hypericum scabrum L., ve H. triquetrifolium Turra) yaprak, govde ve
cicek kisimlarmin hiperisin ve psddohiperisin igerigini HPLC yontemi ile tespit ederek
hem bitkiler hem de bitki kisimlar1 arasinda bu bilesiklerin farkli miktarlarda
bulundugunu saptamiglar. Calismada, en yiiksek hiperisin igerigini, H.

triquetrifolium’un yapraklarinda elde etmisler.
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Bu calisma sonucglar1 da karsilastirildiginda, en yliksek hiperisin igeriginin

yaprak eksplantlarinda bulunmasi ¢alismamizdaki bulgularla paralellik gostermektedir.

Cirak ve ark. (2007) Tiirkiye nin kuzey bolgelerindeki farkli lokalizasyonlardan
topladiklar1 H. perforatum orneklerinde, kuru agirlik baz alinarak hiperisin icerigini
0.44 ve 2.82 mg/g, klorogenik asit 0.0 ve 1.86 mg/g, rutin 0.0 ve 8.77 mg/g, hiperosid
5.41 ve 22.28 mg/g, kuersitrin 1.64 ve 3.98 mg/g, ve kuersetin igerigini 1.01 ve 1.76
mg/g aralifinda tesbit etmislerdir. Hiperisin igeriklerinin yapraktaki koyu beze

yogunlugu ile pozitif bir baglant1 sahip oldugunu bulmuslardir.

5.2. Cimlendirme ve Proliferasyon Asamasi

H. retusum’un tohumlart BBD kullanilmayan MS besi ortaminda
¢imlendirilmistir. Naml1 ve ark.(2010), yine H. retusum kullandiklar1 ¢alismalarinda,
doku Kkiiltiiriinde ¢imlenme ortami olarak BBD igermeyen ortami kullanmislardir.
Karakas (2010), H. triquetrifolium Turra’nin tohumlarinin ¢imlendirilmesi iizerine
calistigr gruplar icerisinde en iyi sonucu (% 66) hormonsuz ortamda c¢imlendirdigi

gruptan elde etmistir.

H. perforatum’un ticari iiretiminde bugiine kadar tarla tarimi ya da dogadan
toplama yoOntemleri kullanilmaktaydi. Fakat bu tip triinlerin kalitesi etkili madde
icerigini degistirebilen degisik c¢evresel faktorler, kirleticiler, bakteriler, mantarlar,
viriisler ve bocekler tarafindan biiyiik dl¢lide etkilenebilmektedir (Orth ve ark., 1999).
Southwell ve Bourke (2001), yazin ve kisin yetisen H. perforatum bitkilerinde hiperisin
ve psodohiperisin igerigi bakimindan 50 misli fark oldugunu bildirmiglerdir. Benzer
sekilde ABD’de ticari olarak iiretilen H. perforatum kapsiillerinde en diisiik ve en
yiiksek hiperisin derisimleri arasinda 13-17 kat fark oldugu tespit edilmistir
(Anon.,1998). Cirak ve ark.(2006d), H. perforatum, H. aviculariifolium ve H.
Pruinatum bitkilerinde hiperisin oraninin giin icerisinde bile énemli seviyede degisim
gosterdigini bildirmislerdir. Bu gibi sebeplerden 6tiirii, tibbi bitkilerin in vitro teknikler
kullanilarak uniform ve steril bir cevrede yetistirilmelerinin sekonder metabolit
tiretiminde degisik dis sartlardan kaynaklanan kalite problemlerinin ¢oziilmesinde

anahtar faktor olacag diistiniilmektedir ( Zobayed ve ark., 2004).

Calismamizda, H. retusum’ un ¢imlendirdigimiz tohumlarindan elde ettigimiz

bitkicikleri, iyi gelisim go0steren siirgiinler elde amaciyla, 0.5 mg/L BAP ile
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desteklenmis MS besi ortamlarinda kiiltiire alimmistir. Namhi ve ark.(2010),
H.retusum’da siirgiin proliferasyonu igin kullandiklar1 farkli BAP ve KIN
konsantrasyonlari igerisinde, en yiiksek siirgiin sayisini1 0.5 mg/L BAP kullandiklar1t MS

ortamindan elde etmislerdir.
5.3. Kallus Calismalari

5.3.1. Kallus Baslatilmasi

Kallus olusturulmast ve proliferasyon sistemlerinin, dogal {iriinlerin
biyosentezinin calisilmasi i¢in yararli oldugu bilinmekte ve bunu etkileyen faktorler

iiretimin kontrol edilmesine olanak saglamaktadir.

Calismamizda, en yiiksek fenolik bilesen igerigine sahip oldugunu tesbit
ettigimiz yaprak eksplantlarin1 kullanarak H. refusum'un kallus dokularini olusturmaya
karar verdik. Hypericum tiirlerinde sekonder metabolit liretimi ile ilgili arastirmalarda
baslangic materyali olarak ¢ogunlukla yapraklarin kullanildig1 ve bu kisimlardan kallus
olusumunun basarili sonuglar verdigi daha O6nce yapilmig arastirma sonuglar1 ile de
desteklenmektedir (Karakas, 2010; Walker ve ark. 2002; Gadzovska ve ark.2007).
Bunun i¢in 0.5 mg/L BAP ilaveli ortamda gelistirilen siirglinlerin yaprak eksplantlari
kullanild1 (Naml1 ve ark.2010). Kallus dokularinin baslatilmasi i¢in BAP ve KiN'in 2,4-
D ve NAA ile olusturdugu BBD kombinasyonlarini kullandik. Nitekim, BAP, 2,4-D ve
KiN'in farkli Hypericum tiirlerinde kallus olusturmak igin yaygin olarak kullanilan

hormonlar oldugu bilinmektedir (Cellarova ve ark., 1992).

BAP kullanilan gruplar igerisinde; 0.1 mg/L BAP+0.05 mg/L 2,4-D ve 1.0 mg/L
BAP+2.0 mg/L 2,4-D ilaveli besi ortamlari, en iyi kallus olusturma yiizdelerini (% 55
ve % 32.5) vermisglerdir. Bu ortamlarda gelisen kalluslar, yesil, iri, sert ve sarimsi
graniiler seklindeki morfolojik o6zellikler gostermislerdir (Cizelge 4.2. Sekil 4.2).
Ozellikle yiiksek konsantrasyonlardaki BAP kullanimi koyu yesil, yogun ve daha iri
kallus olusumu ile sonuglandig1 bildirilmistir (Cellarova ve ark., 1992). Nitekim bu
calismada da en iri ve yesil renkli kalluslar yiiksek BAP iceren ortamlarda
olusmuslardir (Cizelge 4.2. Sekil 4.2). Karakus (2011), Hypericum spectabile’nin
yaprak eksplantlarindan kallus olusumu i¢in denedigi ortamlar igerisinden kallus

olusumu i¢in 1.0 mg/L BAP+2.0 mg/L 2,4-D ortamini optimum olarak belirlemistir.
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Bunun yaninda 0.1 mg/L KIN +0.2 mg/L 2,4-D ve 0.5 mg/L KIN +0.5 mg/L
2,4-D BBD kombinasyonlar1 da yiiksek kallus olusum oranlar1 (% 37.5 ve % 30)
vermistir. Bu ortamlarda gelisen kalluslarin da sirastyla yesil, iri, graniiler ve yesil,
graniiler fakat daha ufak yapida olduklar gézlenmistir (Cizelge 4.2. Sekil 4.2). Ayan ve
ark.(2005) in vitro sartlarda Hypericum’un yaprak diskleri ve govde segmentlerinden
kallus olusturmak icin bir ¢alisma yapmuslar. Bu ¢alisma sonucunda, kallus olusum
siklig1 bakimindan en yiiksek degerleri 30 g/L sukroz ve 0.5 mg /L 2,4-D ve 0.5 mg/L
KIiN igeren MS ortamindan elde etmislerdir.

Gorildiigii gibi H. retusum’un yaprak eksplantlarindan kallus olugturmak tizere
calistigimiz BBD kombinasyonlarinda en iyi kallus olusum oranlar1 KIN+2,4-D BBD
kombinasyonu kullanilan ortamlardan elde edilmistir. Bu ortamlar igerisinde en iyi
kallus olusum oranm1 (% 70) ve en iyi Ozellikte kallus tipleri (yesil, iri, graniiler) 0.5
mg/L KiN +1.0 mg/L 2,4-D grubundan elde edilmistir. Bais ve ark. (2002), 2,4-D ve
KIN ile modifiye edilmis MS ortaminda gelistirilen yaprak eksplantlarinin, denemede
kullanilan diger ortamlarla karsilastirildiginda en yiiksek kallus olusum oranini
verdigini gdrmiislerdir. Zobayed ve ark.(2004), en yiiksek kallus uyarmmini 0.5 g/ L KIN
ve 0.5 g/LL 2,4-D igeren ortamdan elde etmistir (Cizelge 4.2. Sekil 4.2).

Kullanilan BBD kombinasyonlar1 igerisinde en diisiik kallus olusum oranlari
NAA destekli MS besi ortamlarindan elde edilmistir (Cizelge 4.2.). Aym sekilde NAA
kullanilan besi ortamlarinin kallus olusumunda 2,4-D kadar verimli olmadigi bazi
calismalarda bildirilmistir. Gopitha ve ark. (2010), maksimum kallus oranini hindistan
cevizi siitii ve 3.0 mg/L 2,4-D destekli MS besi ortamindan elde ederken, minium kallus
olusum oranint ise 1.0 mg/L NAA destekli MS besi ortamindan elde etmislerdir. IBA’in
ise hicbir konsantrasyonunda kallus elde edememislerdir. Berberis vulgaris
(Berberidaceae) bitkisinde, 0.1 mg/L KIN+ 2.0 mg/L 2,4-D kombinasyonlu MS besi
ortamlarinda kallus olusum oranmin % 100 iken ayn bitkinin 0.1 mg/L KIN+ 1.0 mg/L
NAA kombinasyonlu MS besi ortamlarinda kallus olusumunu gergeklesmedigi
bildirilmistir (Soylemez, 2006). Bunun yaninda 2,4-D kullandigimiz ortamlardaki
kalluslarinin NAA ilaveli ortamlarda gelisen kalluslara nazaran daha graniiler yapida
olduklarini tesbit ettik. Benzer sekilde, Sreenivas ve ark. (2011), B. stipularis'in kallus
kiiltiirlerinde NAA ilaveli ortamda gelisen kalluslar sert veya yarisert iken, 2,4-D'li
ortamlardaki kalluslar (BAP veya KIN’li ) graniiler 6zellikte oldugunu bildirmislerdir.
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Ayni sekilde BBD’lerinin farkli kombinasyonlariyla olusturdugumuz gruplar
icerisinde 2,4-D ilave edilen ortamlarda kallus proliferasyonunun arttigini tesbit ettik.
Bu durum disaridan ilave edilen sitokininlerin IAA-oksidaz enziminin aktivitesini
azaltarak i¢ oksin metabolizmasini degistirmesimden kaynaklanmaktadir (Palni ve ark.,
1988). Yiiksek TAA seviyeleri, RNA sentezini ve sonug olarak ta protein sentezini
artirarak  hiicresel biiyiimeyi uyarmakta ve bu kallus proliferasyonu ile

sonuclanmaktadir.

Kallus olusturmak i¢in farkli BBD'lerinin kullanildigi pek c¢ok calisma

mevcuttur. H. erectum’un siirglinleri IAA ve BAP varliginda ve karanlik sartlarda kallus

H. brasiliense’nin nodal eksplantlar1 kullanildiginda, sitokinin ve oksin
kombinasyonlar1 kallus gelisimi saglamamis, kalluslar sadece 2,4-D veya NAA’in
varliginda MS veya BS5 besi ortamlar1 (Gamborg ve ark.,1968) kullanildiginda ve 16
saat fotoperiyot sartlarinda elde edilmistir (Cardoso ve Oliveira, 1996).

Daha onceki ¢alismalarda, yaprak segmentlerinin bitki biiylime diizenleyicisi
olarak yalnmz 2,4-D varliginda kiiltiire alinmasi kallus olusumuyla sonuc¢lanmamis 3

hafta sonra eksplantlarin nekroza neden olmustur (Pretto ve santarem, 2000).

Iyi gelisim gosteren kallus gruplarmin fenolik bilesen igerigi analizleri de
yapilmistir. Fenolik madde igeriklerine bakildiginda, hiperisin (2.955 ng/mg),
klorogenik asid (3.316 ng/mg), kuersetin (1.466 ng/mg) ve psddohiperisin (4.733
ng/mg) miktarlar1 0.5 mg/L KIN +1.0 mg/L 2,4-D ile desteklenmis MS besin ortaminda
gelistirilen kalluslarda daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.3).

5.3.2. Kallusta Seker

Sekonder metabolit liretimini artirmak amactyla yapilan uygulamalar arasinda en
sik rastlanilan uygulamalardan biri sukroz uygulamasidir. Bununla birlikte sukrozun
disinda glukoz (Tholakalabavi ve ark. 1994) ve mannitoliin (Do ve Cormier, 1991;
Tholakalabavi ve ark. 1994) de kullanildig1 bilinmektedir.

Sukroz ve glukozun farkli konsantrasyonlarmin kallus gelisimi ve fenolik
bilesen igerigi lizerindeki etkilerini tesbit edebilmek icin yaptigimiz ¢aligmada, sukroz
ve glukozun 15 g/L konsantrasyonlarinin kullanildigi ortamlarda kalluslarin daha

yliksek taze agirlikta ( 452.2 ve 430.4 mg/kallus) ve graniiler bir yapiya sahip oldugu
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fakat sar1 ve beyaz renklerde kalluslarin olustugu goézlendi. Diisiik sukroz
konsantrasyonlarinin, pigment T{retiminin baglatilmasini ertelettigi ve karotenoid
pigmentlerinin iiretim seviyelerini azaltig1 ve sukroz konsantrasyonunun artirilmasiyla
karotenoid pigmentlerinin uyariminin belirgin bir sekilde arttig1 bildirilmistir (Legha ve
ark., 2012). Calismamizda, sukroz 30 g/L konsantrasyonuna artirildiginda kalluslarin
yesil rengini aldig1 gozlenmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.4). Legha ve ark. (2012), kiiltiirde
sukroz konsantrasyonunun diisiik dozlardan artirilmasiyla karotenoid pigmentlerinin
uyariminin belirgin bir sekilde arttigin1 bildirmislerdir. Baslangicta yesil olan dokularin
yesil pigmentlerini zamanla kaybettigi ve bu doku yesilliginin disaridan verilen bir
karbon kaynagina bagh oldugu bilinmektedir. Kiiltiirlerdeki tam organize olmus yesil
sirglinler de, ortama iyi bir karbon kaynagmin ilavesiyle daha iyi gelisim ve
proliferasyon gostermektedir. Yani kiiltiir ortamina kullanilabilir bir karbon kaynaginin
eklenmesi gereklidir. En genel kullanilan karbon kaynagi % 2-5 konsantrasyonunda
sukrozdur. Sukroz kiiltlir ortaminda ¢esitli metabolik aktiviteler i¢in gereklidir. Glukoz

ve fruktozun da bazi dokularin iyi gelisimi i¢in destek oldugu bilinmektedir.

Seker orant 30 g/L’den daha fazla artirildiginda kallus biiyiikliigiiniin nisbeten
azaldig1 gozlenmistir. Ayan ve ark.(2005), Hypericum perforatum L.’nin sukroz (30, 40
ve 50 g/L) iceren MS besi ortamlarinda yaprak diskleri ve govde segmentlerinden kallus

olusumu i¢in en iyi degerleri 30 g/L sukroz kullanilan ortamlardan elde etmislerdir.

Ayrica seker konsantrasyonu daha fazla artirildiginda (50 g/L) kalluslar tizerinde
kirmiziliklarin  olustugu gozlenmistir (Sekil 4.4). Bu kirmizi rengin artan seker
konsantrasyonlariyla birlikte antosiyanin miktarindaki artis1 gosterdigi bilinmektedir.
Sakuta ve ark. (1986) ve Ilker (1987) kiiltiir ortaminda sukrozla artan osmotik basincin,
antosiyaninler ve betasiyaninler gibi bazi sekonder metabolitleri artirdigini

belirtmisglerdir.

Farkl1 seker konsantrasyonlarinin kullanildigit MS besi ortamlarinda gelistirilen
kalluslarin ~ fenolik bilesik icerigi analizleri sonucunda, sukroz gruplarinda
psddohiperisin ve klorogenik asit iceriginin (1.447 ng/mg ve 1.441 ng/mg) 15 g/L
sukroz destekli MS ortaminda daha yiiksek degerlerde oldugu tesbit edilmistir. Diger

bilesik miktarlar1 birbirine yakin sonuglar vermistir (Cizelge 4.5).
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Glukoz gruplarinda, hiperisin, kuersetin ve psddohiperisin miktarlar1 arastirilan
gruplar igerisinde birbirine yakin degerlerde bulunurken, klorogenik asit ve hiperosid
miktarlarinin 15 g/L’den 50 g/L glukoza gidildikce artis gosterdigi (0.358 ng/mg-1.473
ng/mg ve 5.539 ng/mg-7.312 ng/mg) tesbit edilmistir (Cizelge 4.5).

Karbon kaynaklarinin seviyelerinin artirilmasiyla bitkilerdeki dogal iiriinlerin
veriminin artirildigini gosteren pek cok caligma bulunmaktadir (Stepan-Sarkissian ve

Fowler,1986; Ryu,1993).

Gunter ve Ovodov (2002), sukroz konsantrasyonunun 10 g/L’den 50 g/L’ye
artirllmasinin Silene vulgaris’in kalluslarinda silenan biyosentezini artirdigini ve en

yliksek degerlerin de 30 ve 50 g/Lde olustugunu tesbit etmislerdir.

Hiperisin ve psddohiperisin igerikleri sukroz gruplarinda daha yiiksek degerde
bulunurken, kuersetin, klorogenik asit ve hiperosid igeriklerinin glukoz gruplarinda
sukroz gruplarindakinden ¢ok daha yiiksek diizeylerde oldugu tesbit edilmistir (Sekil
4.9). Sreenivas ve ark.(2011), Bridelia stipularis’in kallus kiiltiirlerinden antosiyanin
tiretiminde glukoz’un sukroz’dan daha etkili oldugunu bildirmislerdir. Antosiyanin

tiretiminde glukozdan sonra % 3 sukrozun en iyi sonucu verdigini bildirmislerdir.

Miura ark.(1998), Glehnia littoralis’in kalluslarinda, antosiyanin iiretimi ve
hiicre biiylimesi i¢in arastirdiklar1 sekiz farkli seker c¢esidi icerisinde en iyi karbon
kaynaginin sukroz oldugunu tesbit etmislerdir. Glukoz, mannoz ve galaktoz’un sirasiyla
azalmaya neden oldugunu ve ksiloz gibi laktozun da hiicre biiylimesinde oldukga diisiik
sonuglar verdigini ve optimal sukroz konsantrasyonunun (% 1-2-3- ve 5
konsantrasyonlar1 icerisinde) % 2-3 oldugunu, antosiyanin veriminin % 1 sukroz

varliginda % 3 sukroz ortamindakinin % 40’1 olarak bulmuslardir.

5.3.3. Kallusta pH

Ortam pH’sindaki degisiklikler, ¢esitli mineral iyonlarmin ortamda

bulunmalarini ve bunlarin bitki tarafindan alinimlarini etkilemektedir.

Farkli pH degerlerinin H. refusum’un kallus dokularinin gelisimi tizerine etkisini
saptamak amaciyla gerceklestirdigimiz ¢alisma sonucunda, diisiik pH ortaminda (pH 3.5
ve pH 4.5) kiiltlire alinan kalluslarin gelisimlerini stirdiiremedigi zamanla kararmalarin

olustugu, yliksek pH degerinde ise (pH 7.0) yine gelisimin sinirl kaldig1 ve kalluslarda
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kahverengilesmelerin olustugu goézlenmistir. Genellikle 6.0 dan daha yiiksek bir pH
degeri besi ortaminin daha sertlesmesine neden olurken, 5.0’dan daha diisiik pH
degerlerine ayarlanan besi ortamlari, agarin yeteri miktarda jellesmesine izin
vermemektedir. Dolayisiyla bu ortamlar kallus gelisimini olumsuz ydnde

etkilemektedir.

Burada kullanilan pH ortamlar1 (pH 3.5, 4.5, 5.8, 6.0, 6.5 ve 7.0 ) icerisinde en
yiiksek kallus taze agirlik degeri (510.2 mg/kallus) pH 6.5’ten elde edilmistir. Fakat
calismamizda kallus dokusu oOzelliklerine bakildiginda pH 5.8 ortaminda gelisen
kalluslarin daha graniiler 6zellikte oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.6. ve Sekil 4.6). Yine
Straus ve LaRue (1954), misir endosperm kalluslarinda en iyi taze agirlik miktarim1 pH
7.0 ve kuru agirlikta en iyi miktar1 pH 6.1 gibi yiiksek pH degerlerinden elde ettiklerini
bildirilmistir.

Farkli pH ortamlarinda gelistirilen kalluslarin fenolik bilesen igeriklerine
bakildiginda; hiperisin ve psddohiperisin igeriklerinin en yiiksek degeri (0.965 ng/mg ve
0.559 ng/mg) diisiik ph ortaminda (pH 4.5) tesbit edilmistir. Sreenivas ve ark.(2011),
Bridelia stipularis’in kallus kiiltiirlerinden antosiyanin iiretiminde c¢alistiklar1 pH

ortamlari igerisinde en yiiksek antosiyanin miktarini pH 3.5 ve 3.7 de tesbit etmislerdir.

Calismamizda ortamin pH degeri yiikseldik¢ce klorogenik asit ve hiperosid
iceriginin artti81 ve en yiiksek degerin pH 6.5 olan ortamda gelisen kalluslardan (1.758
ng/mg ve 8.804 ng/mg) elde edildigi, kuersetin igeriginin ise en yiiksek degerinin (1.237
ng/mg) pH 5.8’de elde edildigi bulunmustur(Cizelge 4.7).

Diisiik pH ve yiiksek pH ortamlarinda fenolik bilesik igeriklerinin fazla olmasi,
dokularin bu ortamlarda strese girmeleri sonucunda bu bilesiklerin {iretimini

artirdiklarini géstermektedir.

5.3.4. Kallusta Isik

Isik uygulamasi, kallus kiiltiirlerinin gelisimi ve fenolik bilesen igerigi iizerine
etkisini arastirdigimiz bir diger uygulamadir. Bu c¢alisma sonucunda, kullandigimiz
kontrol (16 saat aydinlik, 8 saat karanlik), siirekli aydinlik ve siirekli karanlik sartlarina
ayarlanmis ortamlarda, en fazla kallus taze agirligi (496.25 mg/kallus) siirekli karanlik

ortamda gelisen kalluslardan elde edilmistir. Pretto ve santarem (2000), H.
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Perforatum’un yaprak segmentlerini 4.4 uM BAP + 4.5 uM 2,4-D igeren ortamda
karanlik ve aydinlik sartlarda ayr1 ayri kiiltiire almis ve karanlikta kiiltiire alian

eksplantlarda daha yiiksek kallus taze agirligini elde etmistir.

Stirekli aydinlik ortaminda kiiltiire alinan kalluslarin taze agirligmin (305.25
mg/kallus) karanlikta kiiltiire alinan kalluslardan daha diisiik oldugu tesbit edilmistir
(Cizelge 4.8). Isik varliginda IAA-oksidazin aktivitesinin artarak sitokinin ve oksin
arasindaki i¢ dengeyi degistirdigi ve kallus biiylimesini azaltig1 bildirilmistir (Gaspar ve
ark., 1982). Yani aydinlik kosullarda elde edilen basarinin, karanlikta tutulan kiiltiirlere
gore diisiik olmasi, kallus olusumunu tesvik etmek amaciyla besin ortamina ilave edilen
oksinlerin aydinlik kosullarda parcalanarak, kallus olusumunu engellemesi seklinde

aciklanabilmektedir (Westwood, 1993).

Siirekli karanlik ortamdan elde ettigimiz kalluslarin iri yapili, oldukca kolay
dagilabilen ve sarimsi renkte oldugu goriilmistir. Siirekli 151k sartlarinda gelisen
kalluslarin oldukg¢a yesil renkte ve kompakt bir yapida oldugu gézlenmistir (Sekil 4.8).
Pretto ve santarem (2000), yine ayni ¢alismalarinda, karanlikta 4.5 uM 2,4-D + 0.46 uM
KIN ve 0.44 uM BAP veya 4.4 uM BAP iceren ortamlarda kiiltiire alinan kalluslarin
cabuk dagilabilen 6zellikte ve sar1 renkte diger hormon oranlarinda ise kahverengi ve
dagilmayan yapida oldugunu, 1s1k sartlarinda kiiltiire alinan tiim ortamlarda kiiltiire

alinan kalluslarin ise yesil ve kompakt oldugunu bildirmislerdir.

Farkli 151k uygulanan ortamlarda gelisen kallus gruplarmin fenolik igerikleri
karsilagtirildiginda, karanlik ortamdaki kalluslarin sadece kuersetin (1.520 ng/mg)
icerigi en ylksek diizeyde bulunmustur. Arastirilan diger bilesiklerin en yiiksek
degerleri ise kontrol ortamindaki kalluslardan elde edilmistir (Cizelge 4.9).

Yiiksek 151k yogunlugunun kullanildigi ortamda gelisen kalluslarin fenolik
bilesen igerikleri diger iki gruba gore oldukc¢a diisiik miktarlarda kalmistir. Siirekli 151k
sartlar1 altinda sekonder metabolitlerin 6zellikle fenolik bilesiklerin, foto-doniisiimiin

engellendigi bir foto-blok olusturabilmesi muhtemeldir (Hahlbrock and Scheel, 1989).

Pretto ve santarem (2000), kalluslarda ortaya ¢ikan yogun yesil rengin H.
perforatum tirinde 151k uygulamalarinin fenolik {iretimini uyarmadigi bilgisini

destekledigini bildirmislerdir.
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5.4. Siispansiyon Kiiltiirii Calismalar

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri basta ila¢ olmak {izere, gida, kozmetik ve tarim
endistrileri acisindan Onemi olan bitkisel sekonder metabolitlerin iiretilmesi igin
kullanilan 6nemli bir doku kiiltiri yontemidir. Bu kiiltiir sistemlerinde sekonder
metabolit liretimine yoOnelik optimizasyon calismalari, bu metabolitlerin endiistriyel
boyutta, standart kalitede, bol miktarda ve siirekli iiretilmelerine temel olusturan

arastirmalardir.

5.4.1. Suispansiyon Kiiltiirlerinin Baslatilmasi

H. retusum’un siispansiyon kiiltiirlerini baglatmak iizere, kallus olusturmak i¢in
kullandigimiz ortamlar igerisinden kallus olusum oranmi yiiksek olan kalluslarla ayrica
beyaz ve sarimsi renkli ve kolay dagilabilen 6zellikte kalluslarla, bu kalluslarin olustugu
BBD'lerinin farklt kombinasyonlarini igeren bu MS besi ortamlarini silispansiyon

kiiltiirti baglatma ¢alismalarinda da kullandik.

Stispansiyon hiicre kiiltiirii elde etmek icin, calisilan bu ortamlar icerisinde; 0.1
mg/L BAP+0.05 mg/L 2,4-D, 1.0 mg/L BAP+2.0 mg/L 2,4-D ve 0.1 mg/L KIN+0.2
mg/L 2,4-D ilaveli ortamlardaki kalluslar, yiiksek kallus olusum yiizdelerine sahip
olmalarina ragmen kolay dagilmayan 6zellikte olmalarindan dolayi, kallus dokular1 sivi
ve calkalayict ortamda dagilim gosteremediginden dolay1 bu ortamlardan siispansiyon
kiiltiirii elde edilememistir. 0.5 mg/L KiN+0.5 mg/L 2,4-D igeren ortamdaki kalluslar da
yiiksek kallus olusum yiizdesine sahip ve graniiler tipteki kalluslardan olugsmustur fakat
bu kalluslar yeterince iri 6zellikte olmamalarindan dolay1 1yi bir siispansiyon kiiltiiri
olusturmamustir. Istenilen 6zelliklerdeki bir siispansiyon kiiltiiriiniin elde edilmesi kallus
dokusunun niteligine baglidir. Bunun i¢in kallus dokusunun kolayca dagilabilmesi

gerekir. (Allan E. 1996).

Stispansiyon hiicre kiiltiirii elde etmek i¢in kullandigimiz diger ortamlar olan,
0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D ve 0.5 mg/L KiN+ 1.0 mg/L 2,4-D igeren MS besin
ortaminda gelisen kalluslarin  iyi dagilim gosteren siispansiyon kiiltiirlerini

olusturduklarin1 tesbit ettik. Bu kalluslar daha agik renkli, iri ve graniiler tipte
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olduklarindan dolayi, bu kallus dokular1 sivi ve ¢alkalmali ortamda iyi dagilim

gostererek siispansiyon kiiltiiriinii olusturmuslardir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasinda baslangi¢ materyali olarak
kullanilan eksplantlardan elde edilecek kalluslarin, yeterli miktarda ve istenilen
ozelliklerde olmasi da sekonder metabolit iiretiminde basartyr biyiik oOlclide
etkilemektedir. Bu amagcla beyaz renkli, kolay dagilabilen ve yumusak dokulu kalluslar,
hiicre kiiltiirlerinin olusturulmasinda en uygun kalluslar olarak kabul edilmektedir

(Romulo ve ark., 1999).

Praveen ve Murthy (2010), Withania somnifera’nin hiicre slispansiyon
kiiltiirlerini, 2.0 mg/L 2,4-D ve 0.5 mg/L KiN ilaveli MS besi ortamin1 kullanarak
baslatmustir.

Walker ve ark.(2001) H. perforatum’un hiicre siispansiyonlarini kurmak ig¢in
2,4-D (0.90 mM), KIN (0.11 mM) ve sukroz (30 g/L) iceren MS besi ortamini

kullanmustir.

5.4.2. Siispansiyon Kiiltiirlerinde BBD

Stispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasinda olumlu sonuglar veren, 0.1 mg/L
BAP+0.5 mg/L 2,4-D ve 0.5 mg/L KiN+ 1.0 mg/L 2,4-D BBD ilaveli MS siv1 besi
ortamlarinin kiiltiirdeki hiicrelerin gelisimi (PHH, taze ve kuru agirlik) tizerindeki
etkilerini arastirdik. PHH degerleri karsilagtirildiginda, her iki grupta 28 giinliik hiicre
artisinin diizenli bir artis gosterdigi kaydedilmistir. Ancak bu artig hiz1 ve miktarinin 0.5
mg/L KIN +1.0 mg/L 24-D iceren MS besin ortaminda daha fazla oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.11). Ayn1 sekilde ortalama taze ve kuru agirlik miktarlar1 da 0.5
mg/L KIN +1.0 mg/L 2,4-D ilaveli MS besin ortaminda daha yiiksek oranlarda
bulunmustur (Cizelge 4.11).

Caligilan fenolik bilesenler igerisinde yalnizca kuersetin igerigini 0.5 mg/L
KiIN+1.0 mg/L 24-D (0.362 ng/mg) BBD destekli MS besi ortaminda gelisen
kalluslarda daha yiiksek miktarda bulunurken, hiperisin (0.743 ng/mg), hiperosid (0.259
ng/mg), klorogenik asit (0.970 ng/mg) ve psddohiperisin (1.587 ng/mg) iceriklerinin ise,
0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D BBD ilaveli grupta daha yiliksek miktarlarda bulundugu
tesbit edilmistir (Cizelge 4.12). Hiicreleri boliinmeye tesvik etmek i¢in kullanilan 2,4-
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D’nin genel olarak sekonder metabolit iiretimini baskiladigi bilinmektedir (Rao ve
Ravinskar, 2002). Benzer sekilde H.retusum'un hiicre siispansiyon kiiltlirlerinde de 2,4-
D kullaniminin hiicre biyokiitlesinin artirmasi buna karsin fenolik bilesen olusumunu

engellemesi, 2,4-D’nin bu etkisini dogrulamaktadir.

Dolayisiyla biyokiitle olarak daha diisiik yogunluktaki grubun igerdigi fenolik
madde miktar1 daha yiiksek diizeylerde bulunmustur. Bir¢ok sekonder metabolitin
kiiltiirlerde hiicre boliinmesinin yavasladigi hatta durdugu evrelerde {iretildigi
bilinmektedir (Glick ve Pasternak 2003; Yeoman ve ark.1990). Calisgmamizda da
biyokiitle miktar1 diisiik olan kiiltiirlerdeki fenolik madde miktarinin daha fazla ¢ikmasi

bu bilgiyle ortiismektedir.

5.4.3. Siispansiyon Kiiltiirlerinde pH

Hiicre silispansiyon kiiltiirlerinde c¢ogalma ve sekonder metabolit iiretimini
etkileyen etmenlerden bir digeri de kiiltliir ortaminin pH’sidir. Kiiltiir ortamlarinin
baslangi¢c pH’larinda yapilan degisikliklerin, hiicrelerde ¢ogalmayla ilgili baz1 enzimatik
reaksiyonlart etkiledigi bildirilmistir (S6kmen ve Giirel, 2001).

Calismamizda denenen pH degerleri igerisinde 28. giiniin sonunda elde edilen
gerek PHH (6.5 mL/L) gerekse hiicre taze agirlik (5.9 g/L) ve kuru agirliklar: (0.52 g/L)
bakimindan en iyi ortamin kontrol ortam1 olan pH 5.8 oldugu belirlenmistir. Diistik pH
degeri olarak kullanilan pH 4.5 ve yiiksek pH degeri olarak kullanilan pH 6.5
ortamlarinda hiicre ¢ogalmasini gosteren PHH (4.9 ve 4.5 mL/ L), taze agirlik (4.6 ve
4.2 g/L) ve kuru agirlik degerleri (0.42 ve 0.40 g/L) pH 5.8’den daha diisiik seviyelerde
kalmis dolayisiyla hiicre ¢ogalmasi lizerinde olumlu etkiler gostermemislerdir (Cizelge
4.13). Ortam pH’sinin optimum olarak bilinen pH 5.8 degerinde meydana gelen
degisiklikler, cesitli mineral iyonlarinin ortamda bulunmalarini ve bunlarin bitki

hiicreleri tarafindan alinimlarini etkilemektedir.

Cakir (2004) Astragalus chrysochlorus’un hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin
baslangi¢c pH’larinin 5.7 oldugu kontrol kosullarinin, kiiltiirlerin maksimum hiicre
miktarina (13 mL SCV) ulastiklarini, bu degerin altinda ve tistiindeki pH degerleri olan
pH 4.7 ve 6.7 kosullarinin ise ¢ogalmay1 kontrole gore diisiirmekle birlikte (sirasiyla
10.33 ve 10 mL SCV), ¢ogalma iizerinde en az olumsuz etki gosteren kiiltiirleme

kosullar1 oldugunu bildirmistir.
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H. retusum’un hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin  baglangic  pH’larindaki
degisimlerin kiiltiirlerin fenolik bilesik icerikleri iizerindeki etkilerine bakildiginda,
klorogenik asit (0.067 ng/mg), kuersetin (0.187ng/mg) ve psddohiperisin (0.326 ng/mg)
iceriklerinin, diisiik pH degeri olarak kullanilan pH 4.5 kiiltlir ortamindaki kiiltiirlerde
onemli Ol¢lide daha fazla miktarlarda iiretildigi, ayn1 sekilde klorogenik asit (0.067
ng/mg) ve kuersetin miktarlariin (0.187 ng/mg) pH 6.5 ortaminda da kontrol
ortamindan daha yiiksek miktarlarda oldugu bulunmustur. Hiperisin ve hiperosid
bilesiklerinin pH 4.5 ve 5.8 kontrol sartlarindaki miktarlar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (Cizelge 4.14). Bu da kiiltiir ortamindaki hiicrelerin gelisimine olumlu
yonde katkida bulunmayan bu stres kosullarinda fenolik bilesiklerin daha fazla

tiretildigini gostermektedir.

Cilek ile yapilan bir caligmada 3.7-8.7 arasinda denenen pH degerlerinden
8.7’nin antosiyanin liretimini kontrol deger olan 5.7°ye gore yaklasik 2 kat artirdigi

bildirilmektedir (Zhang ve Furusaki, 1997).

5.4.4. Siispansiyon Kiiltiiriinde Isik

Siispansiyon kiiltiiriinde farkli 151k uygulamasinin kiiltiirtin gelisimi tizerindeki
etkisini aragtirmak i¢in uyguladigimiz bir kontrol (16 saat aydinlik, 8 saat karalik) ve
sirekli aydinlik ve siirekli karanlik uygulamalari olmak iizere ii¢ farkli ortam
olusturduk. Calisilan bu ortamlar igerisinde 28. giinlin sonunda, en yiiksek PHH (20.0
mL/L) , ortalama taze (19.2 g/L) ve ortalama kuru agirlik degerlerini (1.12 g/L) siirekli
karanlik ortamda gelisen kiiltlirler vermis ve dolayisiyla kiiltiir gelisiminde en iyi ortam
oldugu tesbit edilmistir (Cizelge 4.15). Isik varliginda IAA-oksidazin aktivitesinin
artarak sitokinin ve oksin arasindaki i¢ dengeyi degistirdigi ve kiiltiirlerde biiylimeyi
azaltigr bildirilmistir (Gaspar ve ark., 1982). Yani aydinlik kosullarda elde edilen
basarinin, karanlikta tutulan kiiltiirlere gore diisiik olmasi, besin ortamina ilave edilen
oksinlerin aydinlik kosullarda pargalanarak, kiiltliriin gelisimini engellemesi seklinde
aciklanabilmektedir (Westwood, 1993). Cetin (2010), asma hiicre siispansiyon
kiiltiirlinde denedigi liziim cesitlerinde ortalama hiicre sayist ve ortalama hiicre kuru
agirhigi bakimindan en yiliksek degerleri karanlik ortamda kiiltiire aldigi hiicrelerden

elde etmistir.
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Bais ve ark.(2002), H. perforatum’un hiicre siispansiyon kiiltlirlerinde karanlik
sartlardaki biyokiitle miktarinin, aydinliktaki kiiltiirlerden daha fazla oldugunu tesbit

etmislerdir.

Farkli 151k ortamlarinin fenolik bilesen igerikleri karsilastirildiginda, hiperisin
iceriklerinin bu ortamlarda birbirine yakin degerler verirken karanlik ortamdaki
kiltiirlerde (0.053 ng/mg) daha yiiksek oldugu, psddohiperisin i¢eriginin (0.105 ng/mg)
ise yine bu ortamdaki kiiltiirlerde ¢cok daha yiliksek miktarda oldugu tesbit edilmistir.
Hiperosid (0.215 ng/mg) ve kuersetin (0.063 ng/mg) miktarlar1 siirekli aydinlik
ortamdaki kiiltlirlerde daha yiiksek bulunmustur. Klorogenik asit (0.012 ng/mg) sadece
kontrol grubunda bulunurken, rutin ise ¢alisilan gruplar igerisinde tesbit edilememistir

(Cizelge 4.16).

Walker ve ark. (2002), H. perforatum hiicre slispansiyon kiiltiirlerinin karanlik
ortamda irettikleri hiperisin igeriginin aydinlik ortamdakinden daha yiiksek diizeyde
oldugunu bildirmislerdir. Bais ve ark.(2002), yaptiklar1 ¢alismada H. perforatum’un
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde total hiperisin iceriginin karanlik sartlarda (1siktakinin

2.5 kat1) maksimuma ulastigini bildirmislerdir.

Bazi arastiricilar, stirekli 151k sartlar1 altinda, H. perforatum’da pigmentlerin
daha az birikimiyle sonug¢lanan hiperisinin etkili bir sekilde doniisiimiiniin arttigini
gbzlemlemislerdir (Poutaraud ve ark.,2001). Sekonder metabolitlerin, 6zellikle fenolik
bilesiklerin, siirekli 1s1k sartlar1 altinda foto-doniisiimii engelleyen bir foto-blok

olusturabilmeleri muhtemeldir (Hahlbrock ve Scheel, 1989).

5.4.5. Siispansiyon Kiiltiiriinde Sukroz

Hiicre kiiltiirlerinde, sukroz karbon kaynagi olmasi nedeniyle oldukg¢a sik
kullanilan bir uygulamadir. Kiiltiir ortaminda sukrozla artan osmotik basincin,
antosiyaninler ve betasiyaninler gibi baz1 sekonder metabolitlerin iiretiminin artirdigi
pek ¢ok calismada bildirilmektedir (Sakuta ve ark.,1986; Ilker, 1987). Baslangi¢ sukroz
konsantrasyonunun bitki hiicre kiiltiirlerinde, kiiltiirlerin biiyiime oran1 ve sekonder
metabolit iiretimi gibi ¢ogu parametrelerini etkiledigi bildirilmistir(Akalezi ve ark.

1999; Zhong ve Yoshida 1995).
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Sukrozun, hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde diger seker tiplerine gore daha etkili
oldugu bildirilmistir. Karwasara ve Dixit (2013), Nothapodytes nimmoniana’nin hiicre
kiiltiirlerinde, test ettikleri glukoz, fruktoz, maltoz ve sukroz gibi seker cesitleri

icerisinde en yiiksek kamptotesin birikiminin sukrozda g6zlendigini bildirmislerdir.

Karwasara ve Dixit (2013), Nothapodytes nimmoniana’nin hiicre kiiltiirlerinde,
test ettikleri glukoz, fruktoz, maltoz ve sukroz gibi seker ¢esitleri igerisinde en yiiksek

kamptotesin birikiminin sukroz’da gézlendigini bildirmislerdir.

Calismamizda, sukroz konsantrasyonu 15 g/L’den 30 g/L’ye artirildiginda
kiiltiirdeki hiicrelerin PHH (6.3’ten - 9.3 mL/L’ye), taze agirlik (5.5’tan- 8.3 g/L’ye) ve
kuru agirliklarinda (0.44’ten - 0.76 g/L’ye) artis meydana gelmis yani artan seker
konsantrasyonu kiiltiirdeki hiicrelerin gelisimini de artirmistir. Fakat daha yliksek
sukroz konsantrasyonunda (50 g/L) gelisimin geriledigi tesbit edilmistir (Cizelge 4.17).
In vitro Xiiltiirlerde artan sukroz konsantrasyonlarmin osmotik strese yol actigi
bilinmektedir. Calismamizda da sukroz konsantrasyonunun artmasiyla kuru agirlikta
meydana gelen diisiis, siispansiyondaki hiicrelerde osmotik stresin meydana geldigini
gostermektedir. Chui ve ark.(2010), H. perforatum’un adventif kok kiiltiirlerinde
denedikleri artan sukroz seviyelerinde (% 0, 1, 3, 5, 7, ve 9 in w/v) maksimum taze ve
kuru agirhigt % 3 sukroz oranindan elde etmis, % 3’ten daha yiiksek sukroz
konsantrasyonlarinda (% 5,7,ve 9 w/v) kuru agirligin sirastyla diistiigiinii, bu diisiisiin %
3 ten daha yiiksek sukroz konsantrasyonlarinin kok gelismini inhibe ettigi ve bunun da
hiicre ve organ kiiltiirlerinde olusan osmotik stresten kaynaklandigini bildirmislerdir.
Tian ve Russell (1998), tiitlin hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde osmotik stres artisiyla

birlikte biyokiitlede de bir azalma oldugunu kaydetmislerdir.

H. retusum’un hiicre siispansiyon Kkiiltlirlerinde sukroz gruplarinin fenolik
bilesikler tizerindeki etkilerini de arastirdigimiz ¢alismada, hiperisin ve hiperosid
miktarlar1 ¢alisilan gruplarda birbirine yakin degerler verse de 15 g/L sukroz destekli
ortamda diger iki gruptan daha yliksek miktarlarda (0.035 ng/mg ve 0.023 ng/mg)
bulunmugtur. Kuersetin (0.021 ng/mg) ve psddohiperisin (0.067 ng/mg) iceriklerinin de
yine 15 g/L sukroz igeren ortamda gelisen kiiltlirlerde daha fazla miktarda oldugu tesbit
edilmistir. Bu ortamlarda klorogenik asit ve rutin bilesikleri bulunamamustir (Cizelge

4.18). Kullanilan baslangic sukroz konsantrasyonlar1 bitki hiicre kiiltiirlerinde,
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kiltlirlerin biliylime orani yaninda sekonder metabolit iiretimini de etkilemektedir

(Akalezi ve ark. 1999; Zhong ve Yoshida 1995).

Iranbakhsh ve ark.(2007), Datura stramonium bitkisinin hiicre silispansiyon
kiiltiirtinde, 20 g/L sukroz konsantrasyonunun en yiiksek alkaloid iiretimini sagladigini

tesbit etmislerdir.

Sukroz konsantrasyonun normal olarak kullanilan % 2-3 seviyelerinin altina
diismesinin Panax notoginseng’in siispansiyon kiiltiirlerinde ginseng saponin ve

polisakkaritlerin tiretimini uyardig1 bildirilmistir (Zhang ve ark. 1996).

Calismamizda yaptigimiz gesitli uygulamalarda, fenolik bilesen miktarlarinin
uygulanan gruplar arasinda degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Bu durum ise,
sekonder metabolit iiretiminde, ayni siispansiyon Kkiiltiiriinde yer alan hiicrelerin,
metaboliti iireten ve iiretmeyen hiicrelerin karisimindan olugsmus olmalart nedeniyle,
sekonder metabolit iiretiminde ¢ogunlukla hiicreler arasinda farkliliklarin
bulunmasindan kaynaklandig1  diisiiniilmektedir. Nitekim, sekonder metabolit
tiretiminin, Uretime katkida bulunan hiicreler arasinda bile homojen olmayabilecegi
ifade edilmektedir (Mukundan ve ark.,1998; Kim ve ark., 2004). Bu nedenle hiicre
stispansiyon kiiltiirleri ile genis 6lgekli tiretim, bitki hiicrelerinin yavas gelismesi, diisiik
dayanim gostermeleri ve daha pek ¢ok spesifik 6zelliklerinden dolay1 son derece zor bir

stireci icermektedir (Bourgaud ve ark., 2001).

Sonug olarak, bu tez calismasi ile H. retusum’un kallus gelisiminde 30 g/L
sukroz, pH 5.8 ortami ve kontrol grubundaki isik kosullarinin kullanildigit MS
ortamlarinin pozitif etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Fenolik bilesen miktarlar ise 151k
uygulamalarinda kontrol grubunun en yiiksek fenolik bilesen icerigine sahipken, farkl
pH degerleri ve sekerlerin kullanildigi uygulamalarda fenolik bilesen igeriginin

uygulama gruplarn arasinda degiskenlik gosterdigi bulunmustur.

Stispansiyon kiiltlirlerinde en 1yi kiltlir gelisimi gosteren ortamlarin, 0.5 mg/L
KIN+1.0 mg/L 2,4-D, pH 5.8, karanlik kosullarindaki ve 30 g/L sukroz igeren MS
ortamlar1 oldugu saptanmistir. Yine bu ortamlarin fenolik bilesen igeriklerine
bakildiginda en yiiksek bilesen miktarlarinin, 0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D hormon
ilaveli, pH 4.5 (hiperisin ve hiperosid hari¢) ve 15 g/L sukroz iceren kiiltiirlerden elde
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edilmistir. Isik uygulamalarinda ise fenolik bilesen igerikleri uygulanan gruplar arasinda

degiskenlik gostermistir.

Nagella ve Murthy (2010), Withania somnifera ’nin hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde biyokiitle birikimi ve withanolid A. iiretimi bakimindan optimize edilmis
sartlari, 10 g/L kiiltiire alinan taze materyal, tam gii¢lendirilmis MS ortami, 3 % (w/v)
sukroz, dort hafta kiiltiir periyodu ve kiiltiir baslangic pH’smm1 5.8 olarak

belirlemislerdir.

Grover ve ark.(2012), Camellia sinensis’in hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde 43
bilesigi total olarak hesaplamislar, bu bilesiklerin en yiiksek seviyelerini, 5 mg/L 2,4-D,
1 mg /L BAP ve 30 g/L sukroz igeren ve pH of 5.8 olan, tamamen karanlikta kiiltiire

alinan ve MS besi ortaminda gelisen hiicre slispansiyon kiiltiirlerinden elde etmislerdir.

Bu tez c¢aligmasiyla elde edilen bulgularin, H. retusum 'daki sekonder
metabolitlerin ayrintili analizleri ve iiretimlerinin artirilmasina yonelik ileri iyilestirme

caligmalarina temel olusturabilecegi diistiniilmektedir.
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